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Capitulo 15 XMTRODOOCIOK
EBTAFIWGOCICAS Y TOXINA flL SINOPWMN SRL
CE001 WXICO4
Las enterotoxiflas estafilocócicas <ES> son oxoproteinas
simples producidas por algunzol cepas de estafilococ-05 tajo
ciertas condtcionefl. tanto en sodios sintéticos coso en
alImentOs. La ingestión do estos últiisos produce un cuadro
gacotrcintestiflal conocido coso ~intoxicaCiónestafiloc-ócica”.
Las enteot<>toxiflas poseen propiedades hiqroscópican,
siendo muy solubles en agua y en soluciones satinas. En su
cumposición participan oxclusivaseflte aminoácidos. formando
ana cadena polipeptidica de peso molecular comprendido entre
26.000 y 30.000 daltOflSt.
LA producción de enterotOXiI55 no está limitada a los
estafilQOOCOO de un origen particular; así, ya sean Las cepas
-le origen humano anisal o amibientel, todas resultan
putet.oiaIOAOfltC enterotoxiqánicas.
A.í.TIP05 Y AMTIGENICIDAD
Las distintos LE que se conocen han sido
por rescciel&C5 con anticuerpos específicos.
debido a su producción ea cantidades mínimas y
purifioación. todavía existen U sin identificar
representar un 5% dc los brotes de
ostafilocócica (Bergdoll fl ~j., 1976>.
identificadaS
sin embargo.
a su difícil
que pudieran
into-xivac-lóri
Las BE conocidas son siete:
— A (casman, 1960).
- E (Bergdoll 4~ 41., 1959).
- e1 (Bergdoll fl 41~, 1965).
— O (Bergdoll et 41., 1965>.
— O (Berqóclí ~ 41., 1979).
— 5 (Casman it 41., 1967).
— E (Bergdoll it il•, 1971).
Así mismo, existe otra toxina, denominada TSST—l (“Toxic
Shock Syndrome roxin Type—l’
5; Bergdoll ~t 41,, 1981>,
estudiada conjuntamente con las enterotoxinas por razones
estructurales y antiqénicas. Sin embargo, no es considerada
una enterotoxina dado que, funcionalmente, nc determina
sintomatología gastrointestinal.
En el caso de los distintos tipos de enterotoxifla O, se
ha comprobado que todos reaccionan con el mismo ant¿CUCi’pO
principal, además de reaccionar con anticuerpos secundarios
propios, lo que demuestra la existencia de estructuras
antiqénicas diferentes <Lee j~ 41., 1980; Reiser !~ 41..
1984).
Algunos autores han detectado ligeras reacciones
cruzadas entro BE-A y BE—E (Robbins y Bergdoll, 1984), EE..C y
BE-a (Johnson et al., 1972), BE—A y BE—E (Berqdoll it 41.
1911). Así mismo, se han propuesto puntos antigénicos
comunes a todas las enterotoxinas. De todas ellas, la menos
antigénica es la BE—A (Jozefczyk it 41., 1980; Rohbins y
Bergdoli, 1924>.
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A. fl .cUMfRMCTXCM ZXOQUXMIOM
has ~ en principio, el peso molecular <le las
.n~terotcxinas se estimé en unos 35.000 daltoms, demostrándose
cts posterioridad que e-a liqeraseate inferior. Actualmente
n conocen las secuencias aninoacidicas de las enterotoxinas
a. ú1 y %. Así, el peso molecular de la U-B es dé 20.366
~&~a¡sq y z¡erqdoll. 1920), ¡sientras que el de la E1—C1 es
~i.fl3 <Schatdt y Mpero, i903> y el de la fl-C3 es do
r.ill<Beiser ~t ~b. 1904). ghj¡¡ embargo, aún no existe un
cson*senoo sobre el pese aolecular de las U <Freer.l900;
flandolo y 1weten, 19M).
£sxitn uíaIíísx,a.n: existen diferencias 57* cuanto a les
~t>a1o-resde los punteo iseel¿ctrit7os de las distintas
etterstoxifla-5. Dichos valores son Los si..qulentes:
- U-A 7,3 <Ochantz it ai~ 1972).
- U-E 5,6 <Berqdoll st 41.. 1965).
n-c 5,4 (Borja y Borqdoll, 1967).
2,0 (Avene y Berqdoll, 196)),
U-e 7,9 (Peiser y ¡serqdoll, 1979).
7,4 <Chanq y Berqdoll. 1979>.
7,0 (Borja it Al.. 1972).
~~iflÑn ~.ismJ.iai~A:las U son ex.proteinas sioples.
t,u contenido en Usina, toldo aspártico, ácido glutárico y
tirosina es elevado en todas ellas, mientras que, por el
cbootrario, presentan don moléculas de cisteina y una o <los de
triptófato <Kuanq it ~1., 1967; Huanq y Serqdell. 1970;
fl 41., 19728 Borja it 41.. 1972; Ilerqáclí, iOn).
Por su similitud en la conpoosiclón de aslnoácidos, la-a U se
dividesi en dos grupos; une que comprende la U—A y la U—E
<con una o dos moléculas de metionina) y otro con la FE—E y
las EH—o (con ocho moléculas de netionina) . Ambos grupos
presentan además diferencias cuantitativas en otros
aminoácidos <Usina, ácido aspártico, ácido glutánico,
leucina y triptófano>. La EH—D no puede incluirse en ninguno
de los grupos anteriores, formando otro aparte.
Conformación ~g fl molécula: Berqdoll ~L 41. <1974)
suponen que las EH son moléculas elipsoidales, siendo
esencial esta estructura para la actividad biológica. Al
carecer de grupos sulfhidriios libres, los dos residuos de
cisteina fornan un puente disulfuro. Do esta manera SO
origina un lazo denominado “lazo de la cistina”, que las
confiere una estructura muy estable, formando un
enrollamiento <Iiarren it 41., 1974). Be ha propuesto cozcio
centro tóxico porciones de este lazo de cistina que son
idénticas en las diferentes EH <Huang it 41., 1975)
A. 3.ESflLBILTDAD
Las EH son unas de las proteínas más estables, Esta
estabilidad se recoge en varios puntos:
— Termorresistencia: las EE son más ternorresiaténtos
que los propios estafilococos y que las toxinas de numerosos
microorganismos. Tras someter HE mo purificada a ebullición
durante 30 minutos permanecen todavía restos de toxicidad
(Bergdoll, 1983) . Esta termorresistencia depende de la
temperatura, el tiempo de exposición, el tipo y
concentración de la HE y el sustrato sobre el que se produce
el. tratamiento térmico. En este sentido, Denny it 41.
<1971> han señalado que la LE—A sufre una desactivación
superior en tampón fosfato que en caldo de carne. Además La
enterotoxina purificada ofrece una resistencia al calor
4
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s~petiOL que la no purificada. La EL-E es mAs resistente
que la LE—A, presentando la LEC una sensibilidad media.
Así, se ha observado que la LE-E pierde un 60704 de su
actividad durante los primeros minutos de calentamientO ¡s
sc-lo ~c <Reichert y Fung, 1976>. Sin embargo, tras el
calentfliOt~tO, dicha EL puede recuperar parte de la
actividad perdida (Chordash y potter, 1976! Reichert y Funq,
1976). AOL sismo. se ha estimado que la actividad biológica
de las RE puede perderme antes que su actividad
~r,a-unolóqiCa.por le que los ensayos inxal.tnoldqicos
sobrevalor8tl5S~ el grado do inactivación real de las mismas
<Sndoll, 1989>.
a l.s.a prfltflfl!II~ las EH presentan cierta
zesistencia a enzimas tales como la tripsifta, qutaotripsifl.
¡eosina o papaína, lo que les permite atravesar el tracto
~jqestivosin ver afectada su actividad biológiCa,
- ~s aaaUA Al 4~~g5fl~19fl~A: se ha observado en
listintas experiencias que las RE mantienen su actividad
después de un almacenamiento prolongado en diversas
condiciones <aaplio rango de temperatura, bala actividad de
agua, etc.>. Así, ceniqeorgis (1914) comprobo que la
actividad inmvnoiógica de la LE-E se mantenía durante seis
¡sunas entre 2—5 ‘0 y pH 7,0.
- ¡ft~t.q ~SLJ.PH: las LE permanecen activas a pH 3 y 10
entre 2> y 34 ~C durante al menOs 4 horas. En condiciones
más entremas de pH (1,05 y 12) no se observa reacción
positiva con el antisuezto correspondíailte (GeniqOOitqis.
1914> , La U—Ii permanece estable durante una semana a
temperatura ambiente y a pH entre 4,0 y 73 (A¡iqelottt,
1969>.
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A.4 .GENETICA
Las EH son bastante similares entre si pero la
localización de sus genes productores parece ser muy diversa.
Así:
— El gen que coditica la síntesis de la EH—A <gen jfl~ A)
está contenido en un bacteriófago lisogénico que posee, al
menos, dos sitios de integración en el cromosoma del
estafilococo. (Betley y l4ekalanos, 1988>.
— El gen saL E (codifica para HE—B) se asocia con un
elemento, dentro del cromosoma, que puede ser un bacteriófago
defectivo o un plásréido integrado. (Johns y ¡(han, - 1988)
— El gen saL C1 (codifica para HE—O1> se ha asociado a
un plásmido (tipo penicilasa) que contiene también el gen saL
3, en al menos una cepa de iL aureus. No se sabe si este
gen podría ser cronosomal (Altboun ~ 41., 1985)
— Hl gen ant D (codifica para EE—D) se localiza en un
gran plásmido (tipo penicilasa> denominado pIB 485 (Bayles e
laedolo, 1989>,
— El gen cnt E (codifica para EH-E> se ha propuesto que
se encuentra asociado a un bacteriófago defectivo (Couch et
41., íasa>.
— El gen UIt TSST (codifica para TSST—l) es de
localización cromosómica. No se sabe si está contenido en un
elemento análogo a un transposón (landolo, 1989>.
Se ha sugerido que las toxinas de los estafilococos
están relacionadas por una serie de sucesos recombinantes
promovidos por infecciones con bacteriófagos errantes <Betley
y Hekalanos, 1985). Como resultado de una escisión imprecisa
entre el gen cromosomal de una HE (localizado cerca del punto
de inserción del fago) y el propio profago no toxicogénico,
insertado muy próxino a este gen g~, se origina un
~•~t5riófAqO que contiene el gen ant. Las recoambiolaciones
pasterioreS entre distintos tipos de fagos pueden originar
nuevOs fagos que contengan el gen nnt <Betley y MekalfinOS,
1.555)
La diversidad de cepas estafilOcdc7icas, la producción da
exoproteinas <como las enterotoxinas) y la diversa
íocalitación de los genes, implican una fluidez genética
dentro del género Star.hvlococCuS que todavía no se comprende.
Así, hay genes cromoSoIs•lCS, plasmidicos y localizados en
bacteriófagOS implicados en la producción de EL (Betley y
NekalaflOS. 1985).
se supone que las proteínas extracels4l&rC5 están
codificadas por genes accesorios que se regulan
tndependiente8aeflte del resto del, cromosoma. Lo que es más,
¡gfl tan dispares sugieren que podrían ser elementos móviles
que deben su movimiento a bacteriófagos (como es el caso del
~ A) o a elementos tipo treasposón (~n~ TSBT>. En
definitiva, la expresión genética de las LE y su regulación
estA muy poco conocida, algo que sucede, en general, con toda
la genética de los microorganismos Gram positivos.
A23,EPIDKHIOWOXA
A.5.l.AlIR,mtQS implisados en les brotes
Numerosos alimentos constituyen um buen substrato para
el crecimiento de los estafiloGoCOSa La leche está
escasamente implicada en intoonicaciorns en los paises
desarrvlladost sin embargo, hay que temer en cuenta que las
U no se inactivan durante el proceso de pasteurización.
Otros alimentos pueden ser vehículo para las EX, come es el
caso del queso, yogur, salsas, hamburguesas, etc (Suárez y
Gómez—Lucía, 1983; BCrgdOll, 1989),
A.5,2.puente de la eontaminaci¿n de los alimentos
Los estafilococos son ubicuos, aunque sus mayores
reservorios son el hombre y los animales, presentándose
principalmente en la mucosa nasofaringea y en la piel de los
mismos. En algunas ocasiones, las intoxicaciones se
presentan por alimentos que han sido contaminados a partir de
portadores sanos. Sin embargo, más frecuentemente, los
brotes resultan de la contaminación por manipuladores de
alimentos, con algún tipo de infección estafilocócica, como
la que se puede producir por un corte en las manos.
Los animales pueden tanbién desarrollar infecciones
estafilocócicas~ La mastitis es un ejemplo de una enfermedad
estafilocócica, que se presenta en animales, particularmente
en vacas (Olson ~ 41., 1970) y ovejas (Gutiérrez it 41,
1982) . Además de infecciones, la mayoría de las especies
animales poseen estafilocócos en sus fosas nasales. La
incidencia de portadores de Stanhvlococcus aureus entre los
animales es variable.
La información disponible acerca de la
enterotoxigenícidad de las cepas de estafilococos de origen
animal está limitada a unas pocas especies animales, y están
referidas principalmente a cepas aisladas de mastitis. Los
portadores de origen animal son de menor importancia, en las
intoxicaciones por EL, que los portadores humanos, ya que, la
mayoría de los brotes resultan de la contaminación de los
alimentos por manipuladores de los mismos. Hsto es debido a
que la mayoría de los brotes resultan de un crecimiento de
estafilococos en alimentos después de que los mismos hayan
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sido tratados. La principal posibilidad para la producción
de HH en alimentos por estafilococos de origen animal es a
través de la leche de animales mastiticos <BergdOll, 1989>.
A. 6. INTOIXCACION ESTAPZLOCOOICA: PATOQEIUA Y CUADRO CLíNICO
Las HE al ser ingeridas producen vómitos y diarrea coro
síntomas principales, entre una y seis horas después de
ingerir el alimento. La muerte en este tipo de intoxicación
no es frecuente, pero se produce en algunas ocasiones,
principalmente en niños y ancianos, cuando se ingieren
grandes cantidades de LE. Weed it 41, <1943) notificaron la
muerte de dos niños que murieron al día siguiente de haber
bebido leche de una cabra con mastitis estafilocócica.
No existe un acuerdo en la dosis tóxica mínima, Tanto
los datos obtenidos a partir de brotes como por la
experimentación con voluntarios, inducen a pensar en la gran
variabilidad en la sensibilidad entre los individuos. Hn
individuos susceptibles menos de 1 >‘g de HE—A puede causar la
intoxicación <Bergdoll, 1989)
A.6.l.Efeotos produoidos por la intoxicación estafilecócica
3Láitg: es el síntoma inés frecuente en este tipo de
intoxicacion. Esta reacción se usa en los monos para
determinar si una cepa estafilocócica es enterotoxigénica.
Los estímulos sensoriales para el vómito alcanzan el centro
del vómito del cerebro a través de los nervios vago y
simpático <Sugiyama y Hayama, 1965>. cuando la vagotonía es
acompañada con una simpatetectomia abdominal en el mono se
produce una completa resistencia a la acción emética de las
HE (Sugiyama it 41., 1960). Los intentos para determinar el
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lugar de aooión de la LE en el tracto intestinal han sido
infructuesos.
QJAnn’ el hecho de que las ES no reaccionen en la
prueba del ase intestinal sugiere que los mecanismos
implicados nada tienen que ver con el incremento de MIP—c o
de GMP-c coleo ocurre con las toxinas de Escherichia colí. se
desconoce si. la administración intravenosa de LE—E induce
diarrea por mecanismos neurogénicos y/o por un efecto directo
sobre las células de la mucosa intestinal.
£nflfltls: este proceso se observa en los casos de
intoxicación grave y se manifiesta como una hiperemia mucosa
zonal, edema, irritación muscular, erosiones, petequias, y
exudado purulento (Bergdoll, 1972>. En ocasiones se
manifiesta con aparición de pseudomerabranas en las heces
<Miert st 41~. 1982>, las cuales pueden ser sanguinolentas.
Otros efectos:
— Dérmicos: erupción vesiculosa y descazeación.
— gisteita nervioso central: desorientación y alteración de la
conciencia.
— Renales: Miert ~ 41. <1983) han sugerido una posible
acción nefrotóxica de la EH—B.
— Sistema circulatorio: en Hacaccus rhesus que habían
recibido de 0,05 a 1,0 ng de EE—B/Kg se pudo detectar
taquicardia, disminución de la presión arterial, del ritmo,
gasto y potencia media cardiacas, y del volumen de latido
(Liu it 41, 1977), También debido a la pérdida de fluidos
se produce una hemoconcentración.
— sistema irinune: Gilbert (1966> sex~aló que se produce una
leucopenia debida a una eliminación o destrucción de los
leucocitos más que por la alteración en la génesis de los
mismos,
lo
r -
— Fiebre: es un síntoma raro e incluso, a veces, se produce
el efectO contrarío (hipotermia)
A. 7. EIPERIKEflACXOK M4IMAL
En general, los animales son mucho mAs refractarios que
Cd hombre a la presentacidfl de un cuadro clínico después de
la adsifli,traciófl oral de LE, si bien puede lograrse la
mayoría de los efectos observados en el hombre por
adminiStraCión parenteral.
La sintomatología en los monos antropoides, en especial
~Agnus rhflMn. reviste un carácter semejante al hombre, y
por esta razón, estos animales se utilizan para realizar
pruebas biológicas.
La cabra puede ser U-n animal útil para el estudio de los
efectos de la LE—» <Miert st 41., 1984).
A.s.BXMOROMN OIL CEOQUR TOXICO
El síndrome del choque tóxico (tU) es una enfermedad
sistémica causada por algunas biovariedades de Stsnhvlococcns
~ que fue formalmente definida por rodé ~ fl. <1978).
~.ossíntomas observados en esta enfermedad incluyea vónitos,
diarrea, fiebre alta, hipotensión, eritrodermia, desca7sación
periférica, edema de extremidades, insuficIencias renal,
Osep4tica y respiratoria.
A pesar de que la mayoría de los casos de TSS han sido
descritos en mujeres menstruantes <¿¶20 utiLizaban tampones
(Davis fl ~2..,1980; Shamds fl 41., 1980>, también se han
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observado casos de 755 de origen no menstrual (Jacobson it
41,, 1989>. Las manifestaciones sisténicas de la enfermedad
han sido también asociadas con uno o más productos tóxicos de
Staohvlococcus aureus (Bergdoll it 4.1., 1981>
A.S.l,roxina del síndrome del ohoque tóxico uno <TSBT—I)
Una proteína estafilocócica conocida como toxina del
síndrome del cheque tóxico (Bergdoll y Schlievert, 1984),
originalmente denominada HE—1~ (Bergdoll ~ 41., 1981) y
exotoxina C pirogénica (Schlievert fl 41., 1981), ha sido
identificada como la principal causa de la enfermedad, si
bien es posible que otros productos de los estafilococos,
principalmente las EH, puedan causar también este síndrome
(Crass y Bergdoll, 198Gb, Whiting it el,, 1989; Mooollister
et el., 1990).
El peso molecular de la TSST—l es de 24,000 daltons y su
punto isoeléctrico es aproximadamente de 7,0 a 7,2. Se ha
determinado la composición de aminoácidos siendo similar en
algunos aspectos a la de las HE.
La PSST—l es producida por más del 95% de las cepas de
Stanhvlococcus aureus asociadas a TSS menstrual y por un
60—75% de los casos de 755 de origen no menstrual (Davis it
el., 1980; Garbe et 41., 1985: Friedelí y Mercer, 1986). Por
tanto, el papel de la TSST—l es más claro en los casos de
origen menstrual que en el resto. En el caso de otros
aislados clínicos humanos de staehvlococcus eig~j~, sólo del
5 al 25% de las cepas producen TSST—l (Chcw y Bartlett,
1983), Las cepas de Star,hvlococcus aureus asociadas a TSS
son más productoras de EH que las cepas no asociadas a TaS
(Todd it el., 1984; Crass y Bergdoll, 198Gb>, Crass y
Bergdoll (1986a) señalaron que el. 60% de las cepas de
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asociadas a 755 producen también Ef—A,
~ EE-c. Todd fl 41. <1984) encontraron producción de
U en el 65% de las cepas aisladas de ng frente al 304 de
las cepas no aisladas de casos de nS. Estos datos sugieren
efectos minervistas entre TSST—l y las EL. que jugarían algún
papel en la patogenia del T55.
La TSrfrl purificada a partir de cepas de origen humano
tiene Un punto isoeléctrico <PI> entre 7,0 y 7,2. sin
es~arqo, MO ~.t41. (1989b> encontraron que el sobrenadadante
<le una cepa aislada de oveja reaccionaba con anticuerpos
propios de la 7587-1, pero no tenía un pl de 7,0—7,2 sino de
01.6. Estos autores <Ho st 41-. 1989a> realizaron un estudio
en cepas aisladas de ovejas, cabras y vacas, encontrando una
proteína con un pI de 5,6, aislada de ovejas y cabras, que se
u,,ia a anticuerpos específicos de la TSST—l. Así mismo,
encontraron que una de las proteínas aisladas de 10 cepas de
origen bovino temía un pI de 3,6 y el resto un pI de 7,0 a
¾a. Le explicación que estos investigadores dieron fue la
de un entrecruzamiento entre cepas de origen humano y bovino
por une mayor relación entre estas dos especies. Estos
autores reseñaron el hecho de que un alto porcentaje de cepas
asociadas con cabras y ovejas producen 7581—1 y LE—c. en
contraposición con el bajo porcentaje de cepas aisladas de
nastitis bovina que producen 7801—1 o alguna de las LE
<Loerqónlí y Robbins, 1973; Bergdoll. 1985; fluyser fl iii..
Lfli>.
Olsvik it 41. <1987) encentraron que 22 cepas, de un
total de 92 <23,9%). de Staohvlococcus eurein aisladas d.
diferentes especies animales producían TBST—X. Xii cepas
procedentes de mastitis ovina y bovina. 7 de las 11 (41,1%)
cepas aisladas, producían esta toxina.
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Adekeye 41 41. (1989> encontraron cepas de
Staohvlococcus mg~i~ productoras de TSST—l aisladas de
vacas, ovejas y perros. Estos autores, basados en los
resultados obtenidos, sugirieron dos hipótesis:
1) La posibilidad de que los estafilococos de origen
animal fueran una fuente de contagio de TSS para las
personas.
2) La probabilidad de que la TSST—1 fuese un marcador de
la patogenicidad de los estafilococos. Esta observación
la hicieron basándose en la superior producción de
rssq’—í por estafilococos aislados de casos clínicos
sobre los aislados de tejidos sanos.
Sones y Wieneke (1986> comprobaron la producción de LE-O
y TSS’2—l por cepas de Stanhvlccoccus s~x~n~ aisladas de
mastitis bovina. Estos autores sugirieron la posibilidad de
que la TSST—l producida por cepas de Staohvlcccccus aureus
contribuyera al desarrollo de enfermedades en los animales.
Morgan 41 41. (1986> aislaron una cepa de origen
caprino de Stanhvlococcus aureus productora de ES—O y TSST-l
a partir de un caso de dermatitis localizada en las ubres de
cuatro cabras. Una cepa de Staohvlococcus aureus productora
de EE—C y ~SST—l fue también aislada de la cavidad nasal de
una de esas cabras. Estos animales mostraban unos signos
clínicos similares al síndrome de piel escaldada del hombre
que está causado por una toxina exfoliativa producida por
algunas cepas de Stanhvlococcus 4jj~ftj~. Los aislados fueron
examinados para comprobar la presencia de la toxina
exfoliativa, siendo el resultado negativo, sugiriendo la
posibilidad de que la TSST—í jugara un papel importante en el
cuadro clínico mostrado por estos animales.
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rAS.flflMr-~xíflMícíDAD DE WC ESTA.F!LOCOCOS AISLADOS DE
MAflI?IS
La leche obtenida de animales con mastitis
estafilOCóciCfi Supone un peligro importante para la salud del
consumidor. La leche de oveja se usa generalmente para
fabricar quesos, en muchos casos sin un tratamiento térmico
previo. Recientemente, se han presentado intoxicaciones
estafilOCóciCaS después de consumir quesos de leche de oveja
cm flancia <Buyser st ¡1., 1985) y en Gran Bretaña <Wieneke y
Gilhert. lisO?) encontrándose EL—A y/o EE—D en les q~.esos
responflblell de los brotes.
Así mismo, se han descrito casos de gastroenteritis
producidas al cosusir leche que contenía EL:
Gerirs.ger <1983b) estudió 3 brotes de gastroenteritis
debidos a LE-A presente en leche UHT y productos lácteos
obtenidos a partir de dicha leche en Alemania.
— Debí <flGfl describió un brote debido al consumo de
leche cruda de vaca en Dinamarca.
- Gross at 41. (1988) aislaron cepas de Staohvlococcus
nnrsu productoras de LE—» a partir de una leche de
cabra responsable de la muerte de tres niños.
Se han caracterizado estafilococos aislados de leche de
oveja encontrándose porcentajes de cepas enterotoxigénicas
del 61,4 al. 8l~8% <Ifájek, 1978; ólsvik ~ 41., 1981;
Gutiérrez ~L 41. 1982), la mayoría de ellos productores de
nl—e.
Eeutista it 41. <1988) encontraron que de 124 cepas de
estafilococos aisladas de leche cruda de eve3a, 78 <62,9%)
eran productoras de ES. Este porcentaje era muy superior al
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de los estafilococos aislados de leche de vaca (Casnan, 1965;
Casnan fl 41., 1967; Marvey y Gilmeur, 1985) . Estos autores
encontraron 44 cepas productoras de tE—A, 43 de EH—O, 27 de
EH—O, y a de HE—fi, Estos resultados están en desacuerdo con
los obtenidos por Hájek <1978> quien encontró en
estafilocócos aislados de ovejas 46 productores de EH—O, 3 de
EH—O, y 2 de BE-A, y por los obtenidos por Gutiérrez ~ 41.
(1982) quienes detectaron 48 estafilococos productores de
EH—o, 4 de EH—A y 1 de EL-O, de un total de 71 estafilococos
aislados de leche mastitica de oveja. Bautista fl 41.
(1988) explicaron esta diferencia, en cuanto a los tipos de
EH producidas, debido al diferente origen de las cepas: E&jek
(1978> las aisló de ubres o fosas nasales, mientras que
Gutiérrez st 41. (1982) de leche mastitica y ellos de leche
cruda.
Estudios realizados en leche cruda de vaca han
demostrado una baja incidencia (2,6 a 9,4%> de estafilococos
productores de HE, principalmente de los tipos A, O y D
(Casman, 1965; Casman et al., 1967: !larvey y Gilmour, 1985).
Otros autores han realizado también estudios en leche de
Vaca:
— Olson e~ Al. (1970) estudiaron 157 cultivos
procedentes de 72 vacas con mastitis, encontrando que 22
de dichos cultivos producían HE, principalmente EH—o y
HE-O (11 HE—O, 11 HE—O y 1. ambas HE), mientras que no Se
hallaron EH—A y BE-fi,
— García ~ 41. (1980> aislaron 57 estafilococos de
leche mastitica, encontrando 3 cepas productoras de
EX-O, y una de HE—D, todas ellas pertenecientes a la
especie ~bflhym~gí~ niar~im
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- Esto y Xume (1980) estudiaron estafilococos aislados
de leche do vaca positiva al test de California, y
comprobaron que 363 de 1054 estafilococos coagulasa
positivos (ECP) producían LE. Estas leches se
recogieron de 700 vacas procedentes de 165 granjas de
Japón. Los tipos de LE encontrados fueron: EL—O
(54,3%), A <31,1%>, D <23%>, 2 <10,7%> • solas o en
combinación. Estos autores no encontraron la LL—L.
— Strás <1900> realizó Un trabojo sobre 146 LOP aislados
de leche maetitica de yace, do las cuales si ti4,7% de
las cepas eran positivas en el temE, del gato y un 49,2%
lo eran por inmunodutusidn. Las EL prodw>idas fueron la
A y la c, solas o en combinación. En ninqún caso se
detectO LE—fi.
— Bolstridqe y Rcth <1985) aislaron, a partir de leche
mastitica de vaca, 7 cepas enterotoxtqénieas, de un
total do 70, de ftts~liflp~gcgz~ a~rn~.
- Schocken-Iturrino SL Al. <l~56> encontraron que de 19
cepas de ~tspJjy.l&go.~qfl~xíwm aisladas de leche
mastitica de vaca 3 producían EL—O.
Menos estudios se han realizado en leche cruda o
sastitica de cabra. Así, Buyser y flhlasser <1984) aislaron
14 cepas de aenbx1~gQcx~ j~anu~ de leche cruda, de las
cuales 10 eran enterotoxigénicas; más concretamente 9
produjeron LE-O en combinación con T55T-l, y una LE-O.
Geringer <1913a) realizó un estudio sobre 168 cebras
afectadas de mastitis procedentes de 44 granJas; de estos
anisales aisló 46 estafilococos, de les cuales 18 eran
~,anhv1ococcus ¡jánna y de éstos sólo 3 eran
enterotoxigénicos (cada uno de ellos productores de una U
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-~ ~stsns. ~t & 1. ~
~fl ~í9afl r alizaran un trabajo en leche
a tíca, y estudiaron =0 Cepas de
¡~ de LaS a~es sólo 7 producían n, más
e ,oss .t~. sea p.~o noión exclusiva ds EE-c está
sto asyt.oSjM Ossbt lo, anita os autenidos por Buyser ~
- jito smb este aut r notifico que el porcentaje
s sus jts>xt ni ~a.s era del ?~% frente al 35%
u - ey y tíacur. La diferencia puede ser
a s> Vas epas atslafls por huyser et Al. (1987)
o un mas tis, mientras que las de flacvey y Oilaour
S~ lo e o emisfles sanos. Lstoe resultados coinciden
os e ~u’ en a do Lémmbaie it 41. (¡SSO> en el sentido de
tu .5É <‘o u mt e p.at4uq mt Liad y prusduoctón de LE para
a~njjjfl aIslo o do lecho de vaco.
e, ts .eMLflt inIcas WMtIOWAUS CQM LA EflEAOTOXZGh>UOIDAD
ja e jo-.. 1 so es otros ensisra de tipo qlobular,
u,-sowK~st59Vt« sss ma o» poli>eptica simple que se utiliza
~o-rs óelnctn La altí. e-nterstniqenicldad de los
so sfl~ os,
la osolon sto oses enzima por un minero importante de
575 e • e o o tqósVasad de ~ nznt~ ha sido
a a - o ofltsris, importante en la identificación de
es o a tetas de LE <Lachica it fl~. 1~89~ L&Obica ¡Z
fla Os Sany fl ¡1,, 1973).
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Así mismo, so ha propuesto la prueba de la termonucleasa
en el análisis de alimentos para verificar el crecimiento de
stanhvlocOCcUS ¡MXflA y posible producción de EL (Ohesbro y
Auborn, 1967; Lachica it j¡., ísn; Tatiní en ab. 1975;
Batish aL 4.1. 1978>.
Uno de los problemas de esta técnica es la probable
presencia de iaicroorganissios productores de termonticleasa,
además de StathVlOOOCcUS nMtSliA, en los alimentos <Batish ~t
nL., 1982> . Por tanto, la válidez de esta prueba puede ser
discutida. Estos microorganismos que pueden dar lugar a
falsos positivos pertenecen al grupo de los enterococos y a
especies del género flsU.lnn~
Esta prueba presenta algunos inconvenientes que han sido
señalados por varios autores que citamos a continuación,
flisPcanen (1977b) realizando un estudio sobre la
temperatura óptima de producción de la termonucleasa y de la
producción de EL, observó que esta temperatura es ¡más baja
para la producción de terisonucleasa. Este autor comprobó que
alimentos contaminados con una cepa enterotoxigénica de
Stanbvlococcue n~rmn podían contener cantidades detectables
da LE antes de que la termonuoleasa llegara a niveles
detectables.
Niskanen y Moiranen (1977> encontraron que ciertas cepas
enterotoxigénicas de staohvlococcus niarana son débilmente
productoras de termonucleasa.
Park nL 41. (1978) observaron que la prueba de la
termonuoleasa no es adecuada para alimentos que contengan
huevo, dado que esta enzima no es entonces detectada,
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Devriese y Rerokbove <1979> pusieron de relieve que
ciertas cepas de L. nMfliae, L. internedius, y a.. hxinM2
eran fuertemente positivas en la prueba de la termonucleasa.
De igual manera observaron que cepas de Stanhvlococcus miran
aisladas de gallinas eran solo débilmente positivas mientras
que cepas de Staohvlocccous Int9n~4fla~ dieron resultados
variables según el origen de las cepas.
Emswiller—Pose 41 41. <1980) observaron que puede no
existir una correlación directa entre el número de colonias
de gtaohvlococous npnv~ y la cantidad de termonuoleasa
detectada.
fiouwer-Xertzberqer 41 41. (1981) analizaron varios
alimentos implicados en intoxicaciones por EH que dieron
negativo en la prueba de la termomucleasa.
Otero st Al. (1990) estudiaron la correlación entre las
síntesis de HE y de termonucleasa comprobando que la
concentración de EE se incrementa a través del ciclo de
crecimiento, mientras que la concentración de termonucleasa
permanece constante durante las últimas horas del nisno
ciclo.
Tatiní it ¡1. (1975) explicaron las posibles causas de
we la termonuoleasa pudiera ser detectada en ausencia de
cantidades detectables de HE debido a:
— Crecimiento de L. svzsv~ no enterotoxigénicos.
— Crecimiento limitado de L. aureus enterotoxigénicos,
— Destrucción por calor de las HE, y no, de la
termonucleasa.
— crecimiento de otros microorganismos, distintos del a.i
s~asns, productores de termonucleasa.
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A. 10.2 Coagulan
Esta prueba está basada en la característica de las
cepas de Stanhvlococcus minn de producir esta enzima.
Lachica fl 41. (1969> realizaron un estudio en el que
correlacionaron coag~ilasa, termomucleasa, y producción de HE.
Estos investigadores comprobaron que, de las -cepas coagulas.
positivas, un 95% producían ter,,onucleasa y que de las cepas
productoras de EL Un 93% producían coagulasa y un 95%
termonucleasa.
Victor aL 41. (1969) realizaron un estudio similar y
encontraron resultados análogos a los de Lachica ~t 41.
(1969>. Sin embargo, apuntaron el hecho de que, en algunas
ocasiones, Staohvlococcus ~uni.a puede perder la
característica de producción de la coagulasa, y mantener la
toxigenicidad y patogenicidad. Estos sismos autores
encontraron que 10 de 41 cepas de st~ohvlococcus ~aran
coagulan positivas producían termonucleasa y que de esas 10
cepas 9 sintetizaban HE. Este hecho lo explicaron señalando
que esa-e cepas probablemente representaban nutantes que
habían perdido la capacidad de producir coaguiasa.
Esta técnica presenta los siguientes inconvenientes:
— No todas las copas de Staohvloccccus anran son
emterotoxigdnicas.
— Existen otras especies del género Staohvlococcus
que son coagulasa positivas <L. inteniediun y a..
hxi9Ma>.
— Ciertas cepas de estafilococos coagulasa
negativos pueden ser enterotoxigdnicas.
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A.l1.ENTZRoTOflGENZCIDAD DE LAS ESPECIES COAGULABA
NEGATIVAS DEL GENERO STAPHYLOCOCCUS
Está generalmente aceptado que la producción de HE es
propia de los estafilococos coagulasa positivos (HO?). Esta
relación está tan asumida que generalmente se desestima el
hecho de que la correlación entre la producción de coagulasa
y la producción de EH no es total, puesto que existen Le? no
productores de EH, y lo que es más importante, se ignora la
posible producción de EH por parte de los estafilococos
coagulase negativos (HON). Esto es un hecho a tener en
cuenta dado que se han aislado mm enterotoxigénicos.
Ami, numerosos autores han estudiado la posible
capacidad enterotoxigénica de las especies de ECU:
— Osen y Nato (1959> señalaron la aparición de un brote de
intoxicación alimentaria causado por ECU entre los
estudiantes de un instituto japonés.
- Rergdoll et 41, <1967> publicaron la detección de EH
producidas por cepas coagulasa negativas implicadas en un
caso de enteritis humana.
— Victor ~ 41. (1969> señalaron que diez ECU y
termonucleasa positivos produjeron EH. Los mismos autores
conentaron que estas cepas probablemente representaban
nutantes de Stanhvlococcus aureus con una baja capacidad de
producir coagulasa.
— fireckinnidge y fiergdoll (1971> indicaron casos de
intoxicaciones alimentarias con síntomas de gastroenteritis,
que hablan sidá producidos por ECN enterotoxigénicos.
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— Lotter y Cenigeorgis <1975) estudiaron la composición de
bases de Ami, así como determinadas propiedades bioquímicas
de algunos ECU. Para estos investigadores, la producción de
termonucleasa es propia de la especie Stamhvlococcus jjirj3iA,
y todas las especies estudiadas, aunque eran coagulasa
negativas, poseían esta propiedad. Por tanto, apoyaron la
idea de que la-e cepas enterotoxigénicas estudiadas eran
variantes mutadas de Staohvlococcus ~agj~.
— rianielseon Y Hellberq (1977) encontraron que el 7% de las
cepas de Ecli producían HE.
— Devriese nL n2. <1978) describieron la especie de origen
animal Staohvloccccus hyisiin. Esta especie se caracteriza
porque la mayoría de las cepas son coagulasa negativas,
siendo todas ellas terisonizoleasa positiva
— dlsvik nl Al. C1982) detectaron la producción de EH—A, 3,
y O por parte de copas coagulasa negativas pertenecientes a
la familia Hlcrococcaceae. DO 117 cepas estudiadas, 12
produjeron EH; identificaron estas cepas cono pertenecientes
a las especies L. uIdsnnflh, a.. hnsa~ifli2n, a,. nnl&in
y iligm~g~gun flatsn. La setodologia empleada por estos
autores para la detección de EL fue la técnica ELISA
IAsandwichI~ siendo los extractos exaninados para la posible
presencia de proteína A.
— boyer ÉL nl. (1983) y Adesiyun fl 41. <1984) encontraron
cepas de Staohvlococcus hxi&n, coagulan negativas y
termonucleasa positivas, que fueron positivas en pruebas en
monos.
— flautista nL U. (1908) estudiaron la producción de HE en
cepas de estafilococos aisladas de leche de oveja, usando la
23
técnica HUSA, encontrando cepas de EDN enterotoxigénicos.
Estas cepas pertenecían a las especies a.. ~ÉniI, fi...
enidernidis, L. hSnmQl.XUgm y a.. xXl9maÉ.
— En un trabajo realizado por nuestro grupo de investigación
(valle ~ 41., 1990> se estudió la capacidad enterotoxigénica
de los estafilococos aislados de diferentes regiones
anatómicas de cabras sanas. En este estudio se encontró que
el 22% de las cepas de Ecli producían algún tipo de
enterotoxina, principalmente la del tipo c. Cinco especies de
EDN (j,. chronocenes, a.. nrnnri., L ~nÁnd., a..
snbx1n~n y fi. lentus), no descritas anteriormente como
productoras de HE, fueron identificadas cono
enterotoxigénicas.
A,l0.l.Produoción de ?SBT—l por estafilococos coagulasa
negativos
Como consecuencia de la descripción dada por Bergdoll it
41. (1981) de una nueva EH denominada EE—F y posteriormente
llamada TSST—l por haber sido asociada con el síndrome del
cheque tóxico, aparecieron algunos trabajos en los que se
relacionaba la producción de esta toxina con cepas de EDN.
Ya en el trabajo original de fiergdoll it 41. (1981) sC
mencionaba la producción de esta toxina por dos cepas de
Staohvlococcus eoiderrnidis
.
Crass y flergdoll (1986a) aislaron ECU en 7 de 19
pacientes con síndrome del choque tóxico; tres cepas
producían TSST-l y EH—A, y las otras 4 producían
exclusivamente TSST—1. Citaron además, que de 27 cepas de
sta,hvlococcus s sxalájn recibidas en el laboratorio del
profesor Bergdoll y procedentes del “Centere ter flisease
Control” de los Estados unidos, s (18,5%) producían HE, más
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concretamente, una cepa produjo TSST—l, y las otras 4 BE—O.
Eahler it 41. (198d> mencionaron el aislamiento de dos
cepas de SON, aislados de pacientes con síndrome del cheque
tóxico, productoras de TSSr—í. Aliu y Berqdoll <1988)
aislaron, de un caso de 735, una cepa de Stanhvlococous
byis.un que produjo EH-A y TSfl-l.
Parsonnet nL Al. <1981> y Xreiswirth fl nl. (1987>
pusieron en duda la producción de 7357—1 por las cepas de ECli
mencionadas por Cras, y fiergdoll <1986a) y Kahler aL 41.
(1986). Parsonnet it 41. <1987) examinaron 187 cepas de EClI
aislados por ellos, mientras que Kreiswirth fl 41. (1987>
analizaron 99 cepas con iguales características. Ambos
grupos de autores sumaron a sus estudios las cepas aisladas
por Orase y fiergdoll (1986a> y Itahíer st ni.. (1905> como
productoras de TSST-l. Sus conclusiones fueron qn-e ninguna
de las cepas probadas eran productoras de 7537—1. Parsonnet
it 41. <1987) criticaron fundamentalmente la técnica de
detección del enzima coagulasa y la metodología de detección
de la toxina por parte de Orase y fiergdoll (196ta), alegando
que estos autores utilizaron un método de insunodifusión con
suero hiperinmune polivalente de conejo que, según Parsonnet
nL Al. (1987>, podría originar reacciones inespecificas con
las EL. Kreiswirth SL 41. (1987> basaron su afiruacidn de
la no producción de 7337—1 por las cepas de Crase y Berqdoll
(liseda> y las de Kahler ~ 41. (1985) en el hecho de que no
localizaron, en ninguna cepa, el gen productor de la tóxina
al utilizar una sonda de ADN específica.
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A.12,DETEOOION
Según Bergdoll et 41. (1976) la sensibilidad de la
técnica no debe ser inferior a la que se obtiene por el
método usado por las agencias reguladoras. El método que
actualmente utiliza el organismo estadounidense “Feod and
Drug Administration’ (inmunodiffusión doble en porta) detecta
un mínimo de 0,1 a O,2pg de EH a¡5adidos a loo g de alimento.
Para la detección de las EH se pueden utilizar dos tipos
de métodos:
— filológicos
— Inmunológicos
A.12, l.Métodos biológicos
A,12,l.a,prueba del gato (“Kitten test”)
Doman y Wilson (1940> sugirieron utilizar gatos para
comprobar la capacidad enterotoxígénica de filtrados de
cultivos de Staohvlococcus aureus. La técnica Se realiza
administrando un filtrado que previamente debe haber sido
tratado veinte o treinta minutos en agua hirviendo para
destruir las hemolisinas estafilocócicas. Se deben utilizar
gatos de seis semanas a tres meses de edad y de un peso de
350 a 700 g. En cada prueba se utilizan al menos dos
animales, realizándose una inoculación intra—abdominaí; la
reacción positiva se manifiesta en forma de laxitud,
debilidad, fuertes movimientos peristálticos, diarrea, vómito
y, en raras ocasiones, muerte. Estos autores destacaron el
problema de resistencias cuando se realizan inoculaciones
repetidas.
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flack <1949) señaló algunos inconvenientes de esta
técnica:
— Exige suches controles negativos.
— Hay que proceder a una inactivación de sustancias que
provocan emesis de forma inespecifica.
A.12.l.b.Pruebas biológicas en monos
Evana ~ 41. <1950) destacaron la posibilidad de
detectar la capacidad de un cultivo de producir EH mediante
la administración de un sobrenadante de dicho cultivo a
MM4~2m rhsnvn. Cada animal recibía 50 ml de sobrenadante
mediante un tubo intragástrico. En caso de que la prueba
fuera positiva, se producían arcadas y vómitos. El número de
animales usados para testar cada cultivo varia de dos a seis.
Por su parte, Surgalla ~ 41. <1953> y Sugiyama it 41.
(1962) propusieron la administración de extractos de cultivos
de Staohvlccoccus ¡jg~j¡g a monos de la especie M~Qa~a
Las pruebas biológicas presentan los inconvenientes de
la baja sensibilidad y de la resistencia individual a ciertos
aspectos de la intoxicación. Además, debido a la creación de
resistencias, se hace necesario utilizar animales no tratados
anteriormente, con los gastos e inconvenientes que ello
representa.
A. 12.2 .Métodos inmumológioos
Son métodos basados en el uso de anticuerpos
específicos. Estos métodos plantean dos inconvenientes:
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— Csyspro&ar la presencia de cada una ie Las ~r.
— Existencia de LE sin Identiricar.
Pe-rotro de los mótodos Innunológicos
detección do LE destacan los siguientes:
ottIltsed.s4.s en Le
- rLntcaa de irt,unodlfgsión en gel.
E moaqlutinación y técnicas afines.
Irssanmofluorescencia,
- Lvltoinmunoer4,ayo.
- Ena hsotnmumienmayo.
A. 12.2.a,Tecnieas de ionomnodifusidn en gel
• tatowlstjltC?AUu nstd.tte en tstja
~ndcae e, el sétodo descrito por
al- 15to< pgO>Llcaron una técnica en la
¡a ve IdU de migración do La banda de
rr 1~o reac< isM~ entl¶en-o-antlcuorpo.
57’ u ~1i EA
>551 a registraba
P eszIj7htta -o forssvada
jjastdtxl -I ¡Oistardstn iliili) slescrihlerots, uss»a mro=téc-,sLsta
do dvlfotsióo, sencilla, de acuerdo o, La csus~1» se gs-dia
detectar 1 d U gre<ñas al desarroLlo 40 a Mmes de
p Ip tasto en el agar Introducido en un ca uso.
<tate técnica Esos ligeramente ssodificad,a por Fuoq y
W»Z 575 4 “<> sátulVasnio pipetas scapilare<s para 5>
reallía» ido, aunque la sensibilidad Obtenida p a’ eilos tota de
1 -a 2 <sg do UVal,
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u
• InnM¡~9dMnfln nncÁfln nn nTh~
Esta técnica fue adaptada para la detección de HE por
Meyer y palmierí <1980>. Se basa en la adición de
anticuerpos específicos al agar, dispensándolos en una placa.
A continuación se practican pocillos en los que se depositan
los extractos. Transcurrido cierto tiempo de incubación, se
pueden apreciar anillos de precipitación concéntricos
alrededor del pocillo, el diazoare de los cuales depende de
la concentración de las HE. Esta técnica presenta el
inconveniente da la gran cantidad de anticuerpos que se
requieren para su realización.
* Lnman~dilMnflfl ~k1~ m~ flÑ~
Este método fue desarrollado por primera vez por oakley
y adaptado a la detección de ES por Hall ÉL 41. <1965). En
esta prueba el antígeno se difunde verticalmente bacía abajo.
en dirección a un estrato de agar tamponado, a la vez que los
anticuerpos disueltos en dicho agar difunden verticalmente
hacia arriba fonnándose una línea de precipitado.
* Inn,unodifusión dobiS 9fl Ws~A
Esta técnica fue desarrollada por Robbins ÉL Al. <1974)
y recibe el nombre de doble difusión en gel con una
sensibilidad óptima C”optimum sensitivity plate”>.
seqún flergdoli (1909> este método es el de elección para
el testaje de las cepas. Su sensibilidad es de 0,5 >‘g/ml.
que puede incrementarse hasta 0,1 pg/ml mediante
concentración del fluido sobrenadante. Esta sensibilidad se
considera adecuada para testar la enterotoxigenicidad de las
cepas de estafilococos cuando se combina con los métodos de
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membrana sobre agar, o cultivo en saco, para la producción de
HE (Donnelly a~ Al, 1967; Robbins ~ 41., 1974).
* IflffI2fl2~ilM!flfl ~É1n nn ~nxk
Casman y Bennet <1965) propusieron un método
miniaturizado con una sensibilidad potencial de 0,1 jig/ml,
aunque, en la práctica, resulta difícil alcanzar este limite.
A fin de detectar entre 0,1—0,2 pg en 100 ml de alimento hay
que seguir un proceso largo y laborioso, consistente en la
purificación y concentración de la nuestra para reducir su
volumen a 0,1-0,2 mí, lo que requiere varios días,
Muchos investigadores han intentado modificar este
método a fin de acortar el tiempo necesario para obtener
resultados y hacerlo igualmente sensible a todos los tipos de
alimentos. En este sentido, Reiser ~ 41. (1974> variaron
el método de forma que se pudiera realizar la lectura a
partir del torcer día.
Esta técnica es la más sensible de las de gel difusión.
Sin embargo, es mucho más difícil de realizar y requiere
considerable experiencia antes de conseguir la sensibilidad
óptima. Según Bergdoll <1989) es el método de elección para
detectar EH en alimentos, combinándolo con procesos de
extracción—concentración. Sin embargo, su uso ha decrecido
con el desarrollo de técnicas como el radioinmunoensayo y el
enzimoinmunoensayo,
A pesar de ello, este método es el recomendado en el
“Official Methods of Analysis” (1990) de la “Association of
Official Analytical Chemist” (AOAC>. Al comentar la técnica
cita algunos problemas que se pueden producir;
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- Cuando la concentración de HE en el material de prueba
es excesiva, la formación de la línea de referencia será
inhibida debido a la rápida migración de la toxina a
través del gel. Esta inhibición de la formación de la
línea de referencia se produce cuando se utilizan
concentraciones de 5 a lOyg de EL por al.
- En algunas ocasiomes, se producen lineas patrones
atipicas. que son diticiles de interpretar por analistas
sin la suficiente experiencia, lina de las reacciones
atipicas más comunes es la formación de lineas no
relacionadas con las EH causadas por otros antígenos
presentes en el material a analizar.
* Xn=lnnnpin~hn~A lAfl XtnRSA ~ sifl dltaifl
Donnelly n~ 41. (1967) discutieron los problemas que
encontraron al utilizar los distintos tipos de gel difusión.
Estos investigadores observaron zonas atipicas en las pruebas
tanto de gel difusión simple como doble. También observaron
anillos iriespecificos, principalmente en los temt de difusión
simple. Las zonas atipicas no fueron reacciones serológicas,
debido a que ellas fueron observadas en controles negativos
de ciertos cultivos. Los anillos atipicos observados en las
pruebas de difusión simple probablemente representan una
reacción antígeno—anticuerpo que no implica a las EH. Las
reacciones aparentemente positivas, que se presentan en los
test de gel difusión simple y doble en tubo de ciertos
cultivos, pueden ser debidas a ciertos antígenos que están
estrechamente relacionados con las EH y con los que presentan
reacciones cruzadas.
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A.l2.2.b.Hemoaglutinación y técnicas afines
La hemoaglutinación pasiva inversa fue desarrollada por
Silverman it nL. (1968), Este método se basa en la
adsorción de los anticuerpos específicos a eritrocitos de
oveja tratados con ácido tánico, seguido de la aglutinación
mediada por HE de las células así sensibilizadas. Según los
autores, el limite de detección del método es de 1,5 ng de HE
/ml. Hl tiempo requerido para obtener esta sensibilidad es
de uno o dos días <Reiser ÉL 41., 1974).
Más recientemente, ‘¡amada it Al. <1972) pusieron a
punto una técnica mejorada de hemoaglutinación pasiva inversa
utilizando eritrocitos de oveja formalinizados y
sensibilizados con inmunoglobulínas frente a HE. La mejora
de la técnica viene dada por una mayor especificidad, no
observándose ninguna reacción falsa positiva con ingredientes
alimentarios, ni reacciones cruzadas entre los distintos
tipos de HE.
Los inconvenientes de esta técnica fueron puestos de
manifiesto por Bergdolí ÉL al. <1976), y se refieren al
hecho de que los anticuerpos de algunos preparados séricos no
se adsorbían o conjugaban adecuadamente a los eritrocitos;
así mismo, se produce una aglutinaoió~ no específica de
dichas células tratadas con los extractos alimentarios,
principalmente los de origen cárnico.
otra versión de esta misma técnica es aquella que
utiliza partículas de látex en lugar de eritrocitos (Salomen
y Tew, 1968). Este método presenta el inconveniente de que,
en ocasiones, los anticuerpos específicos frente a las
distintas EH están contaminados con otros que promueven la
aglutinación espontánea de las partículas de látex.
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Shingalci ~ Al. (1981> desarrollaron un sistema de
aglutinación pasiva reversible con partículas de látex,
comercializado por Oxoid <Basinqstoke Maspshire, lix> y
denominado SET—RPLAA Esta prueba es menos sensible que el
enzimoinmunoensayo y requiere 20-24 horas de incubación. En
este sentido. Bankes y Rose <1989) sugirieron la
centrifugación de las placas de microtitulación para reducir
el tiempo de incubación a 4 horas: de esta forma el análisis
se puede realizar dentro de una jornada de trabajo.
Fujikawa e ¡garashí <1988> propusieron la utilización de
¡¡articulas de lAtex de alta densidad para rebajar el tiempo
de incubación de los test SE’r—RPLA desde 16 a 3 horas. La
sensibilidad de esta técnica es de 0,5 ng/ml. Estos autores
destacaron el problema de reacciones inespecificas con las
partículas de látex sensibilizadas. El fluido debe ser lo
más clare posible eliminando de la nuestra cualquier posible
material que produzca interferencia, tales como el almidón y
los lípidos. Las muestras se deben centrifugar para eliminar
material grosero; sin embargo, existen problemas con las
muestras de queso, ya que el sobrenadante sigue turbio y
produce reacciones inespecificas en el test SET—RPLA.
La técnica de la inhibición de la hemoaqlutinacidn fue
desarrollada por Johnson it 41. <1967) quienes conjugaron
EH—fi a eritrocitos de oveja mediante bencidina
bí-diazotizada, señalando que la sensibilidad del método era
igual o superior al del microporta <0,1 yg/ml>, aunque
requiere cierta práctica para su interpretación. Estos
investigadores utilizaron eritrocitos de oveja formalinizades
para realizar la oemoaglutinacian, encontrando problemas
asociados con la presencia de potentes hesoaglutininas para
los eritrocitos de oveja en varios extractos de
estafilococos.
Morse y Hab (1967> describieron la isian técnica que
Johnson fl 41. (1967) con la diferencia que ellos utilizaron
ácido tánico para conjugar la HE—fi a los eritrocitos. Este
cambio determinó que la sensibilidad fuera inferior a la
conseguida por Johnson g~ 41. (1967>.
A • 12.2 • e, misunofluorescencia
Eriedman y l4hite (1965) utilizaron la técnica de
innunofluorescencia directa para detectar la presencia de
EH—E en la superficie de la cepa 56 de StaDhvlOcOcOuS ~3J~rnJA.
Por su parte, Pliszka y windyga (1972> probaron que este
método era también adecuado para detectar HE—a en leche,
tanto hunana como de vaca, así como en el queso.
A. 12 ~2. d . Radioinmunoensayo (RíA)
En esta técnica, un antígeno da una muestra problema
compite por los anticuerpos específicos, con una cantidad
determinada del mismo antígeno marcado con un isótopo
radiactivo (Bergdoll y Reiser, 1980). Oc esta forma puede
establecerse, no sólo la existencia de una reacción de
identidad, sino también determinarse la cantidad del antígeno
problema presente en la muestra,
Robern et 41. (1975) publicaron una modificación de
esta técnica, denominada “doble anticuerpo” (Lindroth Y
Nislcanen, 1977! Robern ~ 41,, 1978). En esta variante se
adicionan los anticuerpos específicos de la HE a detectar a
una mezcla de muestra problema y SE marcada, para aftadir a
contInuacIón innuwglobulinas antí especie adsorbidas a una
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fase sólida, o precipitadas con poiietilenqlicol (Rober.n y
Gleeson, 1978>A
Niyosvit fl Al. <1970> propusieron un método de P~IA de
afinidad por el cual copulaban de forma covalenta los
anticuerpos específicos e sepharosa 48, mediante
bromocianuro, introducléndo dicha mezcla en una columna a
través de la cual se hacia pasar posteriormente la solución
con EL problema y E! marcada mezcladas. Después de
determinar la radiactividad del eluyente se podía calcular la
cantidad de LE problema captada por loca anticuerpos. La
ventaja de este método era una mayor velocidad de análisis,
pudiéndose completar en 2 6 3 horas.
El isótopo de elección ha mido el 1125 en un elevado
rimero de ocasiones. Sin embargo, este elemento presenta una
serie de inconvenientes puestos de manifiesto por Xauffman y
Johnson <1975) . Estos autores comprobaron la existencia de
un descenso en la unión de LE marcada con 1125 a los
anticuerpos específicos debido a:
- La gran disociación del 025 en el almacenamíento.
— La formación de agregados de las LE despuós del
marcaje con 1125 , con lo que se reduce la actividad
antigénica; los agregados no fueron encontrados en EL
sin marcar, demostrando que su presencia ea EX
radiomarcadas se debe al proceso de marcado
radiactivo.
Niskanen y Lindroth (1976) defienden el uso del 1131 en vez
del í125 debido a que el primero se descompone más lentamente
que el segundo.
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Las principales limitaciones de esta técnica son:
— Necesidad de hacer uso do HE purificadas al menos con
un 90% de pureza.
— Manejo de isótopos radiactivos.
— La vida media del antígeno marcado Con isdo es muy
corta.
A.l2.2.e.Lnzimoinmunoensayo (ELISA)
Los principios de esta prueba son similares a los del
FilA, sustituyendo el isótopo radiactivo por un enzima, siendo
las mas utilizadas la fosfatasa alcalina y la peroxídasa.
Los primeros en emplear este método para la detección de
las entorct-oxjnas estafilocócicas fueron Saunderca y Clinard
~l~77)y Saundera y Dortlett <1977). En 1977 flimon y Terpían
deacribieron un sistema competitivo para la detección de
LE-a. cuya sensibIlidad oscilaba entre 0,1 y 1,0 nq/mi. En
el. ¡USA competItivo <Kauffaan, 1900) la HE etarcada con el
enzima coapite con la toxina problema por una cantidad
limitada de anticuerpos específicos. La sensibilidad de esta
técnica es de 2 ng/ml.
Además del ¡LISA competitivo, se utiliza para la
detección de LE la modalidad doblo “sandwIch” <Fraed st ti.,
Ufl). En este tipo de ELISA, el antígeno queda en medio de
dom cstpas de anticuerpos, una la del tapizado, y otra la del
cenjuspado.
Todos estos sistemas exigen al menos un oomponente muy
purificado y dado que es nds t&cil obtener anticuerpos que
Afttflenes purificados, muelen ser los primeros los de
elección.
3d
Las variantes de la fase sólida, pueden realizarse
tapizando, bien los pocillos con fondo plano de las placas de
microtitulación, bien las paredes internas de los tubos de
poliestireno, o bien las bolas de poliestireno. La ventaja
del primero es la capacidad de automatización, en el supuesto
de tener que realizar muchas pruebas a la vea, siempre que se
disponga de un lector de placao.
Saunders y Bartlett (1977) y Olsvik fl 41. (1982>
defendieron el uso de una técnica con anticuerpos obtenidos
en dos especies animales, utilizando priasro anticuerpos antí
LE y posteriormente un suero asti inmunoglobulinas de Le
primera especie marcado con peroxidasa. Posee la ventaja de
ser innecesario el uso de antiouerpcs marcados específicos
frente a cada una de las LE. siendo su sensibilidad de 1
ng/ml.
Fey ÉL Al. <1984) compararon distintos tipos de ELISA y
concluyeron que el ELISA tipo doble “sandwich” es el de
elección pava la detección de las Ef. El ELISA competitivo
presenta las ventajas de la alta especificidad y la ausencia
de falsos positivos debidos a la proteína A, pero presenta
las desventajas de la necesidad de disponer de EL purificadas
(laboriosas de producir), y que las concentraciones del
antígeno y el tapizado con anticuerpos son criticas. Por su
parte, el ELISA “sandwich” presenta varias ventajas:
— Alta sensibilidad.
- Necesidad de poco antígeno.
— La titulación del antígeno no es crítica.
- Adecuado para el uso de anticuerpos moneolonales.
A
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Sin embargo, según Fey ~ fl. (1984> este tipo de ELISA
presenta también algunas desventajas:
— Tendencia a uniones no especificas, debido a la
fonación de agregados.
— Interferencias con la proteína A.
Hab» ~ fl. (1986) adaptaron un sistema avidina-’biotina
a la técnica de ELISA que presentaba como ventajas la
ausencia de falsos positivos por parte de la proteína A y la
elevada sensibilidad (3 ng/aif>.
A.12,2<f,Protelna A
Cuando se hace uso de las técnicas inmunológicas siempre
hay que tener presente la posible presencia de proteína A que
puede alterar el resultado produciendo un falso positivo,
debido a su capacidad de unirse de torna inespecifica a la
porción Fo de ciertas inmunoglobulinas. Esto ya fue puesto
de manifiesto por liotenans y Icoper <ísis>, aunque otrOs
investigadores <Erced ~t 4~<, 19821 Olsvik et ~j., 1982)
opinan que no se ha demostrado que la proteína A se encuentre
presente en los alimentos en cantidad suficiente como para
producir falsos positivos,
Se han propuesto varios métodos para evitar este
problema:
— Roper fl fl. (1980) sugirieron el uso de los
fragmentos ?(ab’> de las inmunoglobulinas debido a que
mo se unan a la proteína A.
— Erced st Al. (1982) opinaron que la utilización de
los fragmentos F(ab’) es laboriosa y suele reducir la
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sensibilidad, por lo que estos autores propusieron
obtener los anticuerpos específicos en oveja, ya que las
inmunoglobulinas del tipo O de esta especie muestran una
baja afinidad por la proteína A.
- rey st LI. <1984) propusieron la adsorción de la
posible proteína A presente en el medio, mediante la
adición de suero normal de conejo a los extractos.
B.TRARSYERRHOIA ELECflOFORETICA DE PROflIHAS
B.l.DEFINIOXON DE TERMINOS E HISTORIA
Southern <1975) transfirió AUN desde geles de
electroforesis a filtros de nitrocelulosa, pudiendo ser
entonces hibridados a AM y AUN radiactivos y ser detectados
por radiografía o fluorografia. Esta técnica recibió el
nombre de “Southern—blot”. Una adaptación de esta técnica es
la unión covalente de AId> a filtros que recibe el nombre de
‘Northern—blot” <Alvine st Al., 1977). Posteriormente,
Towbin jt fl. <1979) describieron la transferencia de
proteínas ribosómicas desde geles de poliacrilamida—urea a
tiras de nitrocelulosa, Burnette <1981) denominó la
transferencia electroforética de proteínas a matrices
innovilizantes como “Western—blot”.
La palabra “blotting’< o “blot” se puede traducir como el
proceso de transferencia de macromoléculas (proteínas y
ácidos nucleicos) desde geles de electroforesis a matrices
insovilizantes. Este término puede ser usado en conjunción
con la macromolécula relevante; por ejemplo: “blotting” de
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blcttinq de >~M. wbiottinq¾ de proteínas. cerahoní y
nlade (1953> seo~alarcn que se debiera evitar el usar
refereteits geográficas coso “Northen,” <Alvine fl
1*171, <Western” (Surnette, 1981). y “¡aster,,” (Rsinhart y
Malasud, 1*52), para evitar posibles ccntzoversias políticas
o la construcción de nuevos términos. En este trabajo se va
a utiLizar el término transferencia electroforética coso
sinflimo de “blot” o “blotting” con el objetivo de emplear,
es la medida de lo posible, ténsinne españoles.
La transferencia electrcforttica de proteínas desde
geles de electroforesis a una fase sólida para
~na~uv~rreacct~cx permite la conbi»ac.ttn esptir.a de la alta
~dLu-d4n da la eiactroforeats ccn la sensibilidad y
sl~aplicirta4 de lcs ensayos en tase sólida. Los primeros
aatajcs de transferencia eiectrcfor-ética de proteínas fueron
realizadcc p r F1enart SA ¿tL• (1579> • quienes transfirieron
p~>teinas desde geles de poliacrilamida y .aqarcsa a papel
dlaachenilcxlsetil—celulosa, y por Taakñn ~ fl. (1979) que
1 trintu er la electrotransferencia al someter el conjunto
a a~ caspe el&c¡rico. lo que produce la
4? acl~ai cA 4 a y eficiente de las proteínas desde los geles
a la.5 mobranas.
Nsteviarsemte, Sitteer ~ ¡j~. (lflO> realizaron ‘rn
t te parativo de electrotransferencia de ácidos
sises y proteinas a partir de geles de poliacrilamida y
e~ccu a s~taoas de nitrocelulosa r de diawbenciloXine-
t4l~&O&lwina.
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5.2 • ETAPAS
Los pasos necesarios para realizar esta técnica son los
siguientes;
— Electroforesis.
— Elución de las proteínas de los geles de
electroforemis.
— Adsorción de las proteínas a matrices insovilizantes.
— Bloqueo de las matrices inmovilizantes.
— Inmunodetección en las matrices inmovillzantes.
8.2. l.Eleotroforesiu
La mayoría de los polimeros biológicos están cargados
eléctricamente y, por ello, se moverán al ser sometidos a un
campo eléctrico. El transporte de macromoléculas a través de
un solvente por un campo eléctrico recibe el nombre de
electroforesis, La movilidad de una macromolécula en un
campo eléctrico puede constituir un criterio de
caracterización. La electroforesis permite así determinar
masas molares de proteínas, diferenciarlas en virtud de su
carga neta o su estructura, detectar cambios en aminoácidos
por los cambios de carga que ocasionan y separar especies
moleculares cuantitativamente <Mellado, 1985).
El uso de goles tales como el almidón. agarosa,
poliacrilamida y poliacrilamida-aqarosa cojeo medio de soporte
de la electroforesis aumenta la resolución, particularmente
para ácidos nucleicos y proteínas. Las razones del aumento
en la resolución no están dei todo claras, pero parece
deberse a una combinación de reducción de la difusión debida
a la propia salía creada por el gel, y a la acción separadora
de la cromatografía en el gel, lo que se ha dado en llamar
tamizado molecular (Mellado, fas).
,1
0
1
-1
1
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xl soporte más efectivo utilizado para la electrororesís
de proteínas es el gel de poliacrilamida que It-a sustituido al
anttquo gel de almidón, debido a que la cantidad de tamizado
molecular puede ser controlada por la concentración del gel,
y a que la adsorción de proteína al gel es prácticamente
inexistente. El gel de poliacrilamida se prepara por
entrazaje ‘crosslinkinq” de la acrilamída con
M’M’—aetil,n--bis—actilasida, bien en Columnas de vidrio
<geles ea columna), e bien entre dos placas ¿e vidrio <geles
en placa)< Los geles en placa han reemplazada prácticamente
a les geles en columna, ya que salo Se puede correr una
muestra por cada gel en columna, mientras que un gel en placa
admite varias muestras a la ve:. La electroforesis en geles
de poliacrllanida es, probablemente, el sistema de
electroforesis más ctií y adaptable existente para el
analisis y separación de macromoléculas <Mellado. 1955>.
Los geles de poliacrilauuida pueden ser homogéneos o
tener un gradiente, y pueden ser nativos o desnaturalizantes
4para este fin se emplea principalmente el dodecil sulfato
Mdies>.
Los geles de poliacrilasida con dodecil sulfato módico
(5115) se utilizan para determinaciones de peso nolecualar
(P’s-~ y pata análisis de polipéptidos (Jovin. 1973; Wyckoft SA
sl~. 1977>. ¡ates geles pueden tenar gradiente de
psliaarrliaaida. Las ven-tajas de los geles von gradiente son
140 siguientes o
1> Y%nden separaras. mezclas complejas con un Pm muy
diferente en un unico gel.
2> Ss puede realizar una estimación del Pm de los
e~nponentes de una mezcla compleja (Banes, 1951).
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3> superior resolución (definición de las bandas)
sin embargo, los geles homogéneos pueden ofrecer mejor
separación (distancia entre bandas> cuando se trabaja con
proteínas de un ?a similar. Por ello, se suele analizar
primero la muestra mediante una electrotoresia con gradiente
de poíiaorilamidal si la resolución de los componentes es
suficiente, no Se requerirán posteriores análisis, sin
embargo, si los componentes de interés tienen unos Pm muy
próximos es recomendable usar un gel homogéneo<
~os geles nativos <no incluyen agentes
desnaturalizantés) no alteran la conformación ni la actividad
biológica de las proteínas (Davis, 1964), por ello, se
emplean para el estudio de la composición y estructura de las
proteínas nativas, sobre todo cuando su actividad debe ser
preservada para posteriores análisis o para detección.
Para la tinción de las proteínas se pueden utilizar
diversos colorantes que se unen a las proteínas presentes en
el gol de electroforesis, Dentro de estos destacan el negro
asido, el verde brillante y el azul de Ocoisasmie <Wilson,
1979) . La tinción de plata presenta mayor sensibilidad que
estos colorantes: ami, la capacidad de detección del azul de
Ceomasmie es de 20—30 ng de proteína/banda (Nilson, 1979> y
la de la tinción de plata es de 0,3—0,5 ng de proteína/banda
<Heukeshoven y Dernik, 1985)
B.2.2.Elución
Existen a tipos de métodos:
— por difusión.
— Por convecoian.
— Eléctrica.
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iuta.a.oifueión
Utilizada por Bonn st Al. (1580) y por Lee ~:t~Al.
(1fl2). Es el tipo más sencillo y so realiza colocando el
gel entra dos tiras de papel de filtro que, a mu vez, están
colocadas entre dos esponjas> este conjunto es posterionaente
sumergida durante 38 a 43 horas en un gran volumen de tampón,
la transferencia por difusión puede ser ~3til si la cantidad
de la proteína adsorbida en el filtro es suficiente, y los
largos tteapos de incubación no son un inconveniente.
~na da las ventajas de la transferencia por difusión es
que puede realizarse sin un s-qwipaeiento especial. Como
tn4iMttrMenlantes tiene una escasa capacidad de transferencia de
prutel as, cosporado con les otros tipos, y la pérdida de
?Zes4sl.tcISm durante les largos tiempos de difusión requeridos
para su realización. i3eisieqel (1455) calculó en un 30—35%
la cantidad U proteínas adsorbidas a la matria por este
protpmdtatento, lo que dificulta la elución de las proteínas
de alto peso molecular.
mA. l,bcervveccitn
Es la foro. que utilizó Seuthern (1975) en el
prosed-istesto original de transferencia de Am, un fluido
sine cuse fuerza que eNye las proteinan desde el gel hacia
st rut e. Esta técnica es más eficiente y más breve que la
transferemia por difustés. Se pude realizar ~Jna
que permite una transferencia bidireccional: por
ejeisylo~ transferencIa con dos filtros, ~.noa cada lado del
gel lSsiUi y Sumaste, 19-SO: isimbara y Maland, 1952).
4<
El tiempo de elución puede ser reducido utilizando
presión negativa <vacio>. Peforoen st nl. <1982) utilizaron
una bomba de vacio para realizar la transferencia. Estos
autores señalaron así mismo la precaución que se debe tener
para controlar el tampón de transferencia, ya que de otra
forma, el gel puede secarse y pegarme a la membrana.
2.2.2 .c.EleOtroelUciófl
Este procedimiento es el más ampliamente utilizado
<Towbin st ml., 19791 Bitt»Or st Al~. 1980; Stellvag y
Dahlberg, 1980), especialmente cuando se realizan
trasferencias de proteínas de alto poso molecular o suando se
quiere transferir proteínas presentes en muy bajas
cantidades. Esto se debe al hecho de que las proteínas, a
diferencia del Ami, se adsorben a la nitrocelulosa, incluso
con tampones de baja fuerza iónica. El uso da estos tampones
permite utilizar altos voltajes <Sutton ~t ni,., 1982>.
sin embargo, la elucióm total de las proteínas desde el
gel no significa que todas ellas se unan a la membrana. En
muchos casos la proteína atraviesa la membrana y se pierde en
el tampón de transferencia, Las protelnas son eluidas a
diferente escala, lo cual puede causar problemas. ya que
pequeñas proteínas pueden perderse a través de los poros de
la membrana si intentamos eluir proteínas de elevado peso
molecular.
La eleotroelución de macromoléculas para transferencia
fue originariamente usada por Arnheim y Southern en 1977.
Para realizar esta técnica es colocada la membrana sobre el
gel sin formar burbujas de aire, Las burbujas de aire crean
puntos de alta resistencia, con lo que se producen
transferencias de baja eficiencia y distorsión de bandas.
1
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Por elio, es importante que el gel y el filtro estén
1 inaemente sujetos (Burrette, ini; Getshoni y palade, 1982>.
El gel y el filtro, colocados en una cubeta que contiene un
tampón de transferencia, se situan entre los dos electrodos.
El tampón de transferencia puede contener metanol. El
~Iso de metanol, originalmente introducido por Towbin, tiene
ventajas y desventajas.
capacidad de unión de la
también estabilisa la
transferencia (flurnette,
Nielsen fl ~ , 1982)
eficiencia de dudó,,
poliacrilamida-dodecil
Palada, 1982; Nielsen
Así, tiende a
nitrocelulosa para
geometría del
1981; Cerehoní
Sin embargo, el
de proteínas
sulfato sódico
incrementar la
las proteínas y
gel durante la
y Palade, 1962;
metanol reduce la
desde geles de
(SOS) <&ershoni y
g~ ~., 1982> y su presencia debe
prolongarse
horas, con
proteínas
ausencia
hincharse
ocurre, las
el gel de
antes de
(Burnette,
durante largos períodos de tiempo, más de 12
el fin de obtener transferencias eficientes de
da alto peso molecular <~urnette, 1981>. En
de metanol los geles de poliacrilamida tienden a
en tampones de baja fuerza iónica y, si esto
bandas pueden llegar a distorsionarse. Humedecer
media a una hora en el tampón de transferencia
reaLizar la misma pueda evitar este problema
1981; Cershoni y Palade, 1982).
Las condiciones de transferencia son dependientes del
tipo de gel, de la matriz inmovilizante, del aparato de
transferencia, y de las proteínas a transferir.
La elución depende del peso molecular de los
pclipdptidost dos horas son suficientes para eluir los
polipéptidos de Sajo peso molecular, mientras que seis horas,
incluso más, son necesarias para eluir polipéptidos de alto
paso molecular, Se han propuesto varias sugerencias para
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intentar paliar este problema:
— lJso de geles de unión reversibles (Tas aL al., 1984)
seguidos de una despolimerización del gel antes de la
transferencia (Raymond y Weintravb, 1959; fiolen it Al..
1982)
— Digestión limitada de proteínas de elevado peso
molecular mediante proteasas para convertirlas en
péptidos más pequeños y, por tanto, reás fácilmente
eluibles (Gibson, 1981)
- Adición de detergentes como el SOS <Erickson fl ¡1.,
1952) . Esta adición no tiene efectos negativos en la
adsorción de proteínas a la nitrocelulosa y, por elle,
ha sido utilizado por otros investigadores <Vaessen AL
Al. • 1981; lflelsen st ml.. 1982).
n.2.3.Aésoreióa de proteínas • matrices inmovilisantes
Se han utilizado diversos tipos de membranas para
retener las proteínas:
— Nitrocelulosa (MC).
— Diazomembranas.
— Nylon.
— Difluoruro de polivinilideno (PVDF).
5.2 .3.a.ttitrocelulosa
La NC es la matriz más ampliamente utilizada, siendo
originariamente utilizada como filtros de superficie para
microfiltración, En estos filtros las macromolécuias se
adsorben por interacciones químicas más que por fuerzas
mecánicas. No se comprenden claramente las interacciones de
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las proteínas con la NC (Wallis ~ Al~, 1979>; a un pH de 8,
que es el pu a]. cual se realiza generalmente la ducid,,, la
NC está cargada negativamente y las proteínas se adsorben a
ella. Efectos hidrofóbicos, probablemente, juegan un papel
en esta interacción.
Algunas proteínas, especialmente las de bajo peso
molecular, se unen con una baja afinidad a la NC y pueden
perderse durante la transferencia o el procesado (Raicita it
fl., 1982>. Burnette (1991> utilizó matrices menos porosas
(0,2 en lugar de 0,45 uis) para reducir esta pérdida.
La presencia de acetato de celulosa en los fitros de NC
parece reducir su capacidad para unir proteínas. Esto puede
explicar los valores, relativamente bajos, obtenidos por
Towbin ~ fl. (1979) cuando utilizaron NC de Millipore
(Bedford, Naos.).
8.2.3 .b.Diazonenbranas
En las membranas de este tipo las proteínas cargadas
negativamente, reaccionan electrostáticanente con los grupos
diazoniwu del papel cargados positivamente. Esta interacción
es seguida por una unión covalente irreversible vía
azoderivados (Alvine fl ml., 1979).
Dentro de estas membranas destaca la diazobenciloximetil
(OBM>-celulosa. La glicina, usada comdnmente en los tampones
de transferencia, puede interferir con el proceso de
adsorción a papeles de DBM—celulosa (Rakita fl nl., 1982).
Otro diazo papel es el diazofeniltiocter (DPT) que ha
demostrado ser tan eficiente como el 08K pero más estable
(Reiser y Wardale, 1981) . El papel o acetato de celulosa
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activado con CNBr se ha utilizado con las mismas ventajas que
el DM (Clarice fl Al., 1979)
8.2.3.c.Rylon
Las membranas de nylon, originalmente utilizadas para
filtración líquida y de gases, tienen algunas ventajas sobre
la NC como por ejemplo la durabilidad.
Zetabind (ZB) (MIY/C11140 Meriden, Conhi.) es una matriz de
nylon modificada mediante la introducción de grupos amino
terciarios. ZB tiene una capacidad de unión para las
proteínas superior a la KO (Gerehoní y Palade, 1982> y d.
mejores resultados que la NC en la electroelución de les
proteínas desde geles SOS (Gershoni y Palade, 1982) . Esto es
probablemente debido a la diferencia de potencial extra
creado por la carga positiva de ZB.
Un inconveniente de la alta capacidad de unión de 25 es
la posibilidad de elevadas uniones de proteínas mo
especificas durante las incubaciones. Esto puede ser
parcialmente evitado mediante un proceso adecuado de bloqueo
<Cerboní y Palade, 1992). Una carateristica común de las
membranas de nylon es que se unen fuertemente a los
colorantes aniánicos, como el azul brLllante de Ceomaesie o
el negro anido. Esta característica interfiere con la
tinción de los filtros; esto supone una desventaja con
respecto a la ¡40 dado que Ésta puede teñirse fácilmente con
negro asido (Towbin fl Al., 1979> o con azul brillante de
Coomassie (Burnette, 1991). Gershoni y Palade (1982> para
evitar las uniones no especificas propusieron realizar un
bloqueo con seroalbúmina bovina al 10% en PU durante toda la
noche a una temperatura de 40—50 ‘0; esto supone realizar un
bloqueo de mayor duración al que se debe emplear en el caso
51
de utilizar NC <una hora de bloqueo es suficiente).
B,
2.3.d.nifluoruro de polivinilideno (PVDF)
Los filtros descritos con anterioridad presentan una
serie de inconvenientes. Así, la nc es relativamente frágil
y el nylon presenta elevados ruidos de fondo. Es por ello,
por lo que se han investigado nuevos materiales para
utilizarse como matrices inmovilizantes; fruto de estos
trabajos son las membranas de PVDF desarrolladas por
Millipore bajo el nombre comercial de “Iamobilon—p”.
Estas membranas presentan una serie de ventajas como
Son:
- Amplia compatibilidad química (telera altas
concentraciones de metanol y es compatible con cualquier
tipo de colorante o reactivo de innunodetección).
- Gran resistencia mecánica,
- Bajo nivel de adsorción inespecifica (bajo ruido de
fondo)
La capacidad de adsorber proteínas es similar al de las
membranas de MC, pero inferior a la de las membranas de
nylon.
B.2.4.Bloqueo de las matrices inmovilizantes
La necesidad de realizar un bloqueo de matrices se debe
a:
- Reducción de las uniones no especificas.
— Permitir la renaturalízación de los determinantes
antigérjicos,
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Loa agentes da bloqueo más utilizados son:
— Gelatina (Sarivis, 1984).
- Seroalbúmina bovina <Towbin 5~ Al. ¡ 1979; Nedege y
Svenneby, 1986).
- Leche en polvo (Haurí y fiucher, 1986>.
— Sueros animales (Havices ÉL sI.., 1992>
— Hemoglobina (Winter, 1982).
— Ovoalbusina (Hanff fl Al., 1982).
— Etanolamina (¡<ay fl al., 1983>
— Tween—20 (Batteiger st ml., 1982, vedege y Svenneby,
1936>.
Ho existe un acuerdo general sobre cual es el agente
bloqueante idóneo. Así, Batteiger SA Al. <1982> utilizaron
el PES-rueen como agente bloqueante destacando algunas
ventajas de este compuesto Como son la no interferencia en la
utilización de colorantes de proteínas y el escaso ruido de
fondo <menor que el obtenido al utilizar seroalbdmina bovina
o sueros animales).
Blas y Chervineicí (1983) destacaron la mejora en los
resultados al utilizar Tueca 20 como bloqueante cuando se
emplean antioverpos monoclonales. Sin embargo, Wedege y
Svenneby <1986> compararon la seroalbúmina bovina con el
Tueen 20 y concluyeron qila era mejor la seroalbúmina bovina,
ya que con el Tusen 20 se producía, en algunas ocasiones, una
tinción no específica.
Cershoni y Palad, (1982) sugirieron que las bandas
falsas positivas en transferencia pueden ser resultado de una
interacción hidrofóbica entre antígenos y anticuerpos mediada
por detergentes. Haurí y Bucher <1986) indicaron que algunas
1
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dificultades encontradas en los procesos de transferencia me
deben a condiciones de bloqueo inadecuadas Así, estos
autores compararon cuatro agentes bloqueant~5 (suero fetal
bovino, qelatina de mamífero, gelatina de pescado, y leche en
polvo) y destacaron los malos resultados Obtenidos con suero
fetal bovino debido a los altos ruidos de tondo.
Spinoia y Cannon <1985) al comparar 3 agentes
bloqueantes <seroalbúmina bovina, leche desnatada en polvo y
Tueen 20) observaron diferencias, tanto cualitativas como
cuantitativas, en los resultados obtenidos. Así, con la
meroalbúsina bovina detectaron numerosas bandas pero algunas
de ellas eran difíciles d. distinguir del ruido de fondo; con
el meen ao observaron una banda que no aparecía con la
serealbúmima bovina, y observaron diversas bandas con más
claridad, Con la leche desnatada en polvo se redujeron los
ruidos de fondo, pero no visualizaron alqunas bandas
observadas con los otros agentes bloqueantes. En esta prueba
comparativa los mejores resultados con anticuerpos
policlonalee se obtuvieren con Theen 20, pero con anticuerpos
nonoclonales lo fueron con mercalbumirta bovina. Estos
autores concluyeron que se deben comparar diversas sustancias
bloqueantes, dado que no existe un agente bloqueante que sea
idóneo para todos les antígenos.
Una de las ventajas de utilizar los aqentes bloqueantes
ea la renaturalización de los determinantes antigénicos.
Esto tiene mucha importancia si utilizamos anticuerpos
monoclenales en la insunodeteoción, ya que meches de estos
anticuerpos fallan al reaccionar Con antígenos proteicos
transferidos desde geles sos debido a Las malas condiciones
renatural imantes.
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B.2.S.Xmmunodetecoión en las matrices inmovilizantes
El sistema antígeno-anticuerpo es el sistema más
comúnmente empleado. En él, un anticuerpo frente a la
proteína de interés se usa coso detector especifico. Se
puede utilizar un sistema directo, o bien, un sistema
indirecto. En el sistema directo el anticuerpo especifico
está radiomarcado, o copulado a una enzima o a una sustancia
fluorescente. El sistema indirecto es más sensible e implica
el uso de un segundo anticuerpo, e bien de proteína A; -en
este método, el anticuerpo especifico (a veces un anticuerpo
monoclonal) está sin marcar, y es el segundo anticuerpo el
que está marcado.
En general, todas las reacciones se llevan a cato
diluyendo los anticuerpos en un tampón conteniendo agentes
bloqueantes. Después de cada incubación la membrana se debe
lavar, una o varias veces, con un tampón que no contenga
proteínas. Los tiempos de incubación y diluciones de
anticuerpos varian en un amplio rango, dependiendo de los
anticuerpos y de la cantidad de antígeno. Para anticuerpos
de alta avidez, se pueden usar altas diluciones y largos
períodos de incubación para ahorrar suero, como es el caso de
los sueros antí—hornona. Para anticuerpos de baja avidez es
mejor utilizar una alta concentración de anticuerpos durante
un tiempo breve (tanto para el primer anticuerpo como para el
segundo>.
En el caso de detección con proteína A, el suero
completo no puede ser usado en la solución de bloqueo. Hay
que tener presente que la unión de la proteína A varia entre
especies e isotipos; así, los anticuerpos de conejo son los
que mejor se unen a la proteína A.
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Se suele emplear e]. método indirecto utils.zando entisas,
generalmente peroxidasa, para marcar el segundo anticuerpo.
£n el caso de utilizar peroxidasa los substratos más
utilizados son la diaminobenoidina (DAR> y el cloronaftol.
Blas y Cherwinski (1983) compararon estos dos substratos y
obtuvieron mejores resultados con DAR. Las técnicas de
transferencia utilizando peroxidasa fueron desarrolladas,
primero con anticuerpos poliolonales (Towbifl aL ftJ., 1979), y
después con anticuerpos monoclonales (Havices az ml.. 1982;
Blas y Cherwinski, 1983)
Toubin ~, fl. (1s79> compararon anticuerpos conjugados
bien con peroxidasa o bien con fluoresceína, y obtuvierOn
mejoras resultados con la peroxidasa, ya que los anticuerpos
marcados con esta enzima podían ser utilizados a diluciones
mucho más altas, además de permitir la detección de
cantidades muy pequeñas de antígeno <hasta íoo pg)
La tinción de las proteínas adsorbidas a la matriz
inmovilizaste puede ayudar a la interpretación de resultados
negativos en la transferencia. Los colorantes utilizados
para teñir proteínas son el negro anido, el verde brillante,
el asul de Ceomasmie, y la tinta india, Y’ien Ét Al’ (1982>
desarrollaron la tinción de plata que también se ha empleado
para teñir las proteínas fijadas a las membranas, Estos
colorantes pueden perjudicar la capacidad antigénica de las
proteínas transferidas y disminuir la visibilidad del color
que se produce en los sistemas de detección ligados a
enzimas. Los métodos de inmunodetección son más sensibles
que los sistemas de tinción de proteínas, con las excepciones
de la tinta india <Hancok y Tsang, 1983) y la Unción de
plata dado que ambos tienen un rango de detección de ng. Esto
puede producir, en algunas ocasiones, el visualizar bandas al
realizar la tnmunodetección que no se verían a]. teñir las
SS
proteínas adsorbidas a la membrana.
B. 3 • VKNflJAB ¡ INCONVINí EnES
B.3.l.ventajas
La transferencia desde geles de electroforesis a filtros
presenta las siguientes ventajas sobre los análisis
realizados directamente sobre los geles:
— Los filtros húmedos son apilables y fáciles de
manejar.
— Las proteínas inmovilizadas son accesibles a varios
1 igandos.
— El gasto de reactivos es pequeño.
— Se pueden conseguir suiltiples réplidas de un gel, cada
una de las cuales puede soneterse a un ensayo
individual.
— Las proteínas transferidas pueden conservarse en los
filtros de 6 meses a 1 año antes de realizar las
incubaciones (Reiser y Wardale, 1961, Gersboni y Palade,
1982; Lee fl jI., 1902.)
— La misma proteína transferida puede ser usada para
varios análisis sucesivos.
- Las sustancias que tienen reacciones cruzadas y las
sustancias interfirientes son separadas en el paso de la
electroforesis.
- Se puede utilizar una cuantificación densitomótrica de
la tinción de inmunoperoxidasa con la ayuda de un
densitómetro (Tovbin fl jI. • 1982; Rordorf nL Al.,
1983).
— Existe la posibilidad de analizar antígenos poco
solubles y, dependiendo del tipo de electroforesis,
14
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pueden ser detectados opitopos inaccesibles en la
proteína nativa.
— Debido a su alta sensibilidad, permite la detección de
antígenos presentes en bajas concentraciones (1 pg—l
ng>, como es el caso de los antígenos virales
localizados en células o en fluidos naturales (McMiohael
it ml., 1981; Rolen et nl.,1982; 0’Donnel ~ Al., 1982>.
B. 3.2. Inconvenientes
los pricipales problemas que se presentan al utilizar
estas técnicas son los siguientes:
— Se pueden producir distorsiones del gel y de la
membrana durante electrotransferencias prolongadas,
particularmente a voltajes elevados.
— Utilizando geles SOS pueden existir alteraciones en la
antigenicidad de los epitopos (Reynolds y Tanford,
1970a) . Esto no representa un problema si se utilizan
sueros poliolonales; sin embargo, si lo es si se
utilizan anticuerpos nonoclonales, dado que estos
anticuerpos están dirigidos contra epitopos simples
dentro de una molécula y por tanto, existe la
posibilidad de que la reacción sea abolida por el efecto
desriaturalizante del detergente (Stone y Novinsicí,
1980).
— Un exceso de proteínas puede pasar a través de la
membrana durante la electroelución perdiéndose en el
tampón de transferencia (Howe y Hershey, 1981; Ger»hcni
y Palade, 1982>; este fenómeno se acentua cuando la
transferencia es realizada en ausencia de metanol.
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B.4 .APLIOACXOflS
• AnÁflaia da nn9~IndQfln proteina-licando
De pueden estudiar interacciones proteínas—AuN y
proteínas-AM (Bonn fl Él., 1900; Nocb, 1982>. Desarrollar
el gel baje condiciones desnaturalizantes suaves parece
mejorar la eficiencia con que una señal es generada
<Delepelaire y Chua, 1979>. sin embargo, la afinidad de un
ligando a una proteína inmovilizada puede ser menor que a la
proteína nativa. Es por ello por lo que se deben estudiar
condiciones para una renaturalización más eficiente de las
proteínas, como pueden ser mejorar la eliminación de los
reactivos desnaturalizantes o facilitar la reqeneración de
los puentes disul furo Jal fltii.
* fl 9flfl~j~fl ~ In.ssJ,~M¡ broteiria—célula
Hayaan ÉL Al. <1982) utilizaron transferencias para
demostrar interacciones entre polipéptidos y células enteras.
* Usntttk4~.lán da AMLUnIdAd&A Ínflmkziaa
Muilerisan nL Al. <1982) destacaron la utilidad de esta
técnica para el aislamiento de enzimas sin necesidad de
disponer de la enzima o de los anticuerpos específicos frente
a ella con un elevado nivel de purificación.
* flzflhIsn~idn da anLi minan mono. sote 1 fices p~
Olmsted (1981> utilizó transferencias para obtener y
purificar anticuerpos monoespeciticos. Los polipéptidos
resueltos en geles SOS—poliacrilamida se transfieren a
papeles DP’IY y los filtros se incuban con suero que contiene
141-
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anticuerpos policlonales. Posteriormente, se cortan las
bandas que contienen los complejos antígenos—anticuerpo y los
anticuerpos nonoespecificos se eluyen de las bandas cortadas
incubándolos en un tampón de bajo pH.
~ ~ sensibilidad ~n I~! autórradiocrafías
La transferencia de proteínas marcadas radiactivamente
desde los geles a los filtros aumenta la capacidad de
detección (Symington aL sI.., 1981; Erickson it sI., 1982)
* ISAZAjA di
Se pueden seleccionar los clones apropiados, incluso sin
disponer de antígeno purificado <Teubin g~ jI., 1979>
* Autoinnunidad
Se puede conseguir una caracterización de antígenos y el
testaje de sueros en enfermedades autoinmunes mediante esta
técnica (Towbin st ~j., í9~9)
* Alergia
Permite detectar anticuerpos del tipo inmunoglobulinas E
qt~e están presentes en el suero a concentraciones más bajas
que otras innunoglobulinas (Sutton ~ jI., 1982)
* £!±±Aj9Itransformados
sL Al. (1981) caracterizaron el antígeno nuclear
del virus de Epstein—marr que está presente en células
transformadas por este virus. Las técnicas de transferencia
pueden utilizarse también para caracterizar antígenos
1
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asociados a tumores (Rosen AL &i.. 1983).
• Identificación ~n bnrnenu o Zni.fln
Raicita it ti. <1982) detectaron ng de insulina sin
necesidad de extraer la hormona de los tejidos.
* unadfl da a rnnnnfl launa i Intnnnannn n~r nrnna
Esta respuesta es difícil de estudiar debido a la
complejidad y dificultad de obtener preparaciones de
antígenos solubilizados. Estos problemas pueden resolverse
mediante las técnicas de transferencia (Tsang fl ¡1., 1982).
* fl~n±cide datnrdÉ an snfrnsjuu ina~sinm
Estos métodos pueden utilizarse en análisis serolóqicos
de infecciones virales debido a que estos organismos son
difíciles de cultivar y son antiqénicamente complejos, además
de escasamente solubles (Rarchen fl ¡1,1981; Rorrild fl fl.,,
1941: Braun it ti., 1983>. También se pueden identificar
antígenos virales de plantas en aislados de campo (O<Donnel
AL Al., 1982: ltybicki y von Wechsar, 1982).
Escribano it ti. (1990> destacaren el uso de estas
técnicas para confirmar los resultados positivos en el
diagnóstico de la peste porcina africana. Para testar los
sueros de cerdos para esta enfermedad se utiliza el ELISA
(Pastor it Al., 1989a) y para confirmar los resultados se
utilizaba la in2eunofluorescencia indirecta <5001 it ti. ¿
1969>. Sin embargo, esta última técnica presenta con
frecuencia falsos negativos debido a su baja sensibilidad.
Por ello, se ha adaptado la transferencia electroforética
dado que ofrece una mayor sensibilidad y objetividad en la
II
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interpretación <Pastor it. fl.,1989b). Estos autores probaron
207 sueros positivos en ELISA y sólo uno de ellos no
reaccionó por transferencia (este suero fue confirmado como
positivo mediante radioinmunoprecipitación>. Probaron
también 208 sueros dudosos por la técnica de ELISA y todos
aquéllos que fueron positivos por otras técnicas lo fueron
también por transferencia sin encontrar, en ningún caso,
falsos positivos. Sueros positivos por el método ELISA y
negativos por la inmunofluorescencia fueron también negativos
por transferencia electroforética.
los falsos positivos por ELISA se deben, en general, a
la fijación inespecifica de anticuerpos al soporte de
poliestireno de las placas de microtitulación (Escribano fl
jI., 1989). También se pueden producir falsos positivos en
esta técnica por la seroalbúmina bovina: los antígenos
utilizados en los métodos de detección se consiguen
cultivando el virus en células y para este propósito se
utiliza suero bovino (que contiene seroalbújuina). También
las vacunas virales pueden contener seroalbúmina bovina y
producirse anticuerpos frente a ella, y son estos anticuerpos
los que pueden dar lugar a falsos positivos en las técnicas
de detección utilizadas en el diagnóstico de la peste porcina
africana. Estos falsos positivos se pueden evitar utilizando
el método de transferencia electroforética.
1
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Capitulo II: OMBflVoD
Nuestro primer objetivo en esta tesis ha sido el de
desarrollar una nueva técnica de detección de EE y TSST—l.
Aunque actualmente se utilizan diversas técnicas
<insunodifusión, RíA y ELISA principalmente) con buenos
resultados, todas ellas presentan diversos inconvenientes.
Así, la inmunodifusión es una técnica sencilla pero de escasa
sensibilidad y que requiere un elevado número de horas para
completar el análisis <Casman y Bennet, 1965). El RíA es una
técnica muy sensible y relativamente rápida <EergdolL y
Reiser, 1980), pero presenta un grave problema: la necesidad
de trabajar con material radiactivo: este inconveniente ha
motivado que esta técnica haya sido sustituida por otra tan
sensible como ella pero carente de riesgos: el ELISA.
Precisamente, el método ELISA es el que presenta un mayor
número de ventajas: sensibilidad, rapidez, y posibilidad de
procesar un elevado número de muestras <fly AL ¡1..... 1984).
Sin embargo, presenta el inconveniente, como todas las
técnicas de detección de ES y TSST—l, de presentar falsos
positivos, debidos principalmente a la proteína A, pero
también a otros elementos interfirientes.
Para evitar algunos de estos problemas hemos puesto a
punto una técnica de transferencia electroforética que
utiliza un sistema de electroforesis seiaiautomñtico con geles
comerciales ultrafinos. Para comprobar la validez de este
método procedimos primero a estudiar cual era la cantidad de
EE y TSST-l más pequeña que podíamos detectar.
Posteriormente investigamos la posibilidad de reacciones
cruzadas de las EE entre si y con la TSST—l, los posibles
falsos positivos debidos a la proteína A y la capacidad de
detección de U y TSST—l en extractos de cepas patrones y en
alimentos artificialmente contaminados,
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PM la sequnda parte de la tesis estudiamos la capacidad
da producción de rE y TSST—l por parte de estafiloCOCOS,
tanto coagulase positivos tomo ne~atlvot, aislados de leche
de animales s,sttticcs <ovejas, cabras y vacas>, primero
a la identificactón de los estafilococos y
posteristaente a la detección de las EZ y nst—í producidas
por los sismos. Para realizar esta detección utIlizamos dos
Itonloas, una de ellas La técnica ELISA doble flsandwith”
<PresA r. iL. íae~, que es probablemente la mejor variante
da Ls técnica ELISA <fly nS fl. • 1954>, y el método de
transferencia electroforética desarrollado por nosotros, Pe
scta sanera, coaparasos el posiblemente mejor método de
de U y TSST--l con la técnica de transfereflti&
eletr forésha.
Eltuinne reaLtza~ el estudio con estaftíccocos aislados
e nastttis debido al techo que estos suponen el prifltip&l
Le de intoxicación por U a partir de estafilocoCOs de
trocÉ’ anisal. La causa de este peligro es el carácter
-~ te e4’zeds lee EE~ los tratamiento-e términos a LOS
h&sbít>atmo,,te se ,Lcysete la leche y,o eliminan totalmente a
23 ¿r~n el <4,tvsiqiiients peii~ro para el consunidor.
iba 5410 estudiamos la produoción de tE por parte do las
45 <~s’;2siasa posia ivas, sino que también investigamos la
O e pa’ 23nLóa de la-e mismas por parte de los
os roegulasa negativos, dado que todavía se duda
5234 ~ao dad enterotcxi’qtnLca.
éni4pÚl St romeos el papel da la TSST-l en el síndrome
dei cii e a. rio en el hombre. te han hecho msy ~
es tras 4~ es a toxina en anisales. A pesar de ollo,
es ~54 ~ 4 eS 0c4’os y WtemekaA 1946; *orgcn fl ti-. l~~)
rs esta toxina >ugsrim un papel importante en
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la patogenia de las enfermedades producidas por
estafilococos. Por esta razón, decidimos investigar la
producción de TSST-l por parte de las cepas aisladas de
mastitis. 23
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Capitulo III: MATERIAL Y METODOS
>k.C19
15 DE E5flYIWCOCOS
A. 1. COAS COl(flOLEfl
Se utilizaron las cepas tipo que me detallan en la tabla
111.1. • en la que se especifican las LE y/O 7’SST—l producidas
por cada una de ellas. Estas cepas fueron eséidas por el
~ocd Research Instituta5 (Mis. Madd.
A4.CEPU DI ESTAYILOCOCOS AISLADAS DE Ktstíyrs
A.2. l.Material biológico
Se estudiaron 34 brotes de mastitis presentados en
ovejas, cabras y vacas localizados en las provincias de
9egovia. Zamora, Toledo, Avila y Madrid. De estos brotes 20
so presentaron en ovejas. 9 en vacas y 9 en cabras. Las
m.aestras de los animales afectados se Conservaron a 4 C en
contenedores estériles basta la llegada al laboratorio.
A,2,taiembra de las mvestns y aislamiento
Les muestras remitidas a nuestro labo-raterlo SC
sabrarea en agar sangre:
- Agar sa~gre de carnero: se utilizo como medio base
5Mood Agar liase’ <Difcol. El medio se preparé según
las normas del fabricante; después de enfriar el medio
es baSe Maria l,asta 45-50 C se afta-dio a-sQticamente un
1-7% de sngre estéril de carnero desfibrinada <O,coid).
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Tabla 111.1. ToxinaS producidas por cada una de las cepas
patrones utilizadas.
C*PAS PATRONES ES L..AMUMA TOlIMA PRODUCIDA
FRI—l00 LEA
FRI—161 EV.
56 EEA+EEb
FRI—350
FRII-379 LES
?RI—1173 LES
FRl—137 EEC,
FRI—361 EEC, + ESO
rRT—472
FRI—326 LEE
FRI-ll83 EEC, * T85T1.
FRI-913 EL). + EEC, 4- ESE + TSST—l
fI: Tood Researcl, Institute (Mis. Mad. USA)
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A.2.2.a.Metodoloqia de at%Th.miento
La siembra de las muestras de leche en agar sangre se
realicé a~adlendo 100 pl de leche con una pipeta automática
(utilizando puntas de pipeta estériles para cada nuestra) y
extendiendo esta cantidad por la superficie de las placas con
la ayuda ¿le un esa de Driqalsicí. Posteriormente estas placas
se incúbarom a 37 0 durante 24—72 horas. Al cabo da este
-~tiempo se reeliad una selección de las colenías cuya
morfología celular correspondía con lan de cocos Oran
posLtivos, catalasa positivos.
La Unción de Oran se llevó a cabe preparando los
reactive-e s.q’ln la descripción dada por lizarrigan y xccance
iíOISJ. La actividad catalasa se cozsprc.ho toraa,vte una
¿~Lonia con un ama de platino y eaulsionárvdoía en unas gotas
le peróRido de hidrógeno al 10%: la aparición de burbulee,
por la liberación do oxigeno, se consideró cono reacción
positiva.
tas colonias seleccionadas se resembraron en agar sangre
pan tte er ~uitivn peros. Al cebo de 24~45 horas de
cre ¡miento se volvió a comprobar que las earaeterlsa.icas de
1cm mlcreorganinos eran las esperadas. procediéniese al
alÉ’aoenasíenío de las mismas en un me-dio de congelación hasta
rau estudio posterior.
A23.Comservaoióa ea enqelaeiám
los alcroorganianes aislados se almacenaren en un nedio
2315 congelectón.
6$
Medio de almacenamiento en congelación:
22~
— r-riptona (Difco> 10 g
— Leche descremada en polvo <Nestlé> 20 g
— Glictrol <panrsac) 80 ml 4
— Agua destilada 320 ml —
Se esterilizó en el autoclave a 110 C durante 10 minutos.
Posteriormente se distribuyó asépticamente en tubos estériles
de poliestireno de 2 ml de capacidad. Los tubos se
inocularon dos veces con asas de platino bien cargadas con el
microorganismo a conservar y se congelaron a —20 C.
A. 2.4. Idemtifieacióm
Estos microorganismos se diferencian mediante la prueba 2
de la coagulasa, para diferenciar las biovariedades coagulasa
positivas de las negativas.
A.2.4 .a.Coagulasa
Para la realización de esta prueba se utilizó
plasma—EDIA de conejo liofilizado <Difeo>, el cual se
reconstituyó siguiendo las especificaciones del fabricante,
repartiéndose después en cantidades de 0,5 ml en tubos
estériles de 10 x 0,7 cm. Los tubos con el plasma rehidratado
se inocularon con una o dos gotas de un cultivo de los
distintos microorganismos en 8HZ de lB horas, se agitaron
suavemente y se incubaron a 37’C. La lectura de la prueba se
hizo a intervalos de tiempo de 1. 2. 3, 4 y 24 horas, de
23-
manera que los microorganismos que no coagulaban el plaersa a
las 24 horas, se consideraron coagulasa negativos. Como
control negativo se utilizó un tubo de plasna que se inoculé
con Rut estéril <Devriese y Hájek, 1940>. Cada
microorganismo se testó al menos dos veces.
A.2.4.b.Identificación de las especies coagulasa positivas
Stanhvlococcus ~ (¡<loes y Schleifer, 1986),
Staohvloooccus intermedius <Hájek, 1976) y Stamhvlococcus
hvicus (Devriese g~ g., 1978; Hájek fl j¡., 1986) son las
tres especies que en Medicina Veterinaria muestran reacciones
positivas en la prueba de la coagulasa en tubo. Estas tres
especies pueden identificarse utilizando el esquema propuesto
por Devriese y Hájek <1980) (tabla 111.2.) para la
Identificación de los estafilococos patógenos aislados de
animales. A estas tres especies hay que añadir la
recientemente descrita Stanhvloccccus ~]nhini (Varaldo st
al., 1988),
Este esquema, además de la coagulasa, incluye cuatro
pruebas principales, que permiten diferenciar estas especies
coaqulasa positivas entre si; estas pruebas son:
- Pi~n¡sntasfln Á~ 14! colonias, se utilizó el medio de
agar DNAsa” (Difco) y se siguieron las recomendaciones
de Devriese y Hájek <1980). Los microorganismos se
sembraron por estría en la superficie del medio y se
incubaron a 37 C durante 24-48 horas. Se consideraron
como pigmentadas las colonias que mostraban algún tipo
de coloración.
— hstÁxJ.~nÁ h~n itá~a: esta actividad se estudió en el
medio “Bloed Agar Base” (Difco> suplementado con un
5—7% de sangre desfibrinada de carnero (Oxoid) . Los
microorganismos se sembraron por estría y se incubaron
a 37 ‘C durante 24 horas, al cabo de las cuales 50
realizó una primera lectura. Después se almacenaron a
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4 0 durante 12—18 horas y se efectué una segunda
lectura con el fin de constatar la posible presencia de
hemólisis, también llanada efecto esfingomielinasa.
— Eflfl! ÉL!~2 ADII4AA: la prueba se realizó en el
medio de agar “DNAsa” (Difco) para cuya preparación se
siguieron las recomendaciones del fabricante. Los
microorganismos se sembraron en estrías radiales y se
incubaron a 27 •C durante 24 horas. La lectura se
efectué inundando, durante unos minutos, las placas con
1101 0,1 ti. La producción del enzima se puso de
manifiesto por la aparición de un halo transparente
alrededor de la estría de crecimiento, quedando el
resto de la placa opaca por la precipitación del AUN no
despolimerizado.
- Factor ~ agregación (“clumnping factor”): para su
realización se depositó una gota de una solución salina
fisiológica estéril en un portaobjetos, suspendiendo
sobre ella varias colonias del niorcorganismo a
estudiar. A esta suspensión se le añadió una gota de
plasma-EDVA <Oifco) reconstituido, mezclándola
perfectamente con la suspensión de células, utilizando
para ello un asa de platino; la aparición de grumos en
toda la suspensión se consideró como reacción positiva.
A.2.4,c,!dentificación de las especies coagulasa negativas
Para la identificación de estas especies recurrimos al
“Apt—Staph System” (Bicmerieux> . Este método se basa en la
realización de una batería de 19 pruebas biquimicas y un
control negativo, que se encuentran de forma deshidratada
dispuestas en una serie de pequeñas celdillas. La
inoculación de los test se realizó añadiendo a cada celdilla
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una pequefta cantidad (150—200 pl> de una suspensión de la
cepa problema. La batería de pruebas se incubé a 27 C
durante 24 horas. Las pruebas de que consta cada tira son
las siguientes: producción de ácido a partir de glucosa,
fructosa, manosa, maltosa, lactosa, trehalosa, sanitel.
xilitol y melibiosa, rafinosa, xilosa, sacarosa,
alfa-metil—D—glucosa y H—acetil glucosa, reducción de
nitratos a nitritos, fosfatasa alcalina, Voges—Proskauer,
arginina desbidrolasa y ureasa.
La inoculación se practicó siguiendo las instrucciones
del fabricante y la interpretación se realizó utilizando el
proqrama de ordenador ~APILABt. El sistema de identificación
del “Api-Staph System” está basado en la clasificación de
Eloes y sobleifer (1975>.
A.3.fl*DUCOIOkl A LA flODUCCIO>l DI RE Y TBSI-1
A.]. l.Material
Se siguió la técnica de celofán sobre agar (Hallander, 1965>
para la cual se empleó:
— Tubo de diálisis (Spectrapor> de 73 mm de diámetro
inflado y 115 mm de diámetro plano, cuya pared era de
un grosor de 0,074 mm.
- Infusión de cerebro y corazón (BM!> (Pronadisa); para
mu preparación se suspendieron 27 q del producto
deshidratado en un litro de agua destilada, se
homogeneizó, y se distribuyó en tubos. Posteriormente
los tubos se esterilizaron a 121 0 durante 15 minutos.
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— Agar de infusión de cerebro y corazón: se utilizó BM!
<Pronadisa> al cual se añadió agar bacteriológico
(Oxoid) . Para prepararlo se añadieron 37 g de BM! y 15
g de agar a un litro de agua destilada. Posteriormente
se calentó en baño de agua en ebullición hasta la total
disolución de los componentes y se esterilizó en
autoclave a 121 ‘O durante 15 minutos. Después de que
se enfriara el medio de cultivo hasta 45—SO C Se
distribuyó en placas de petrí de plástico estériles,
A.3.2.llétodo
En la producción de ES se siguió el método de celofán
sobre agar descrito por Hallander (1965) y modificado por
3arvis y Lawrence (1970). para su realización se cortó papel
de celofán de un tubo de diálisis en circules de tamaño algo
superior al de una placa de petrí de 9 cm de diámetro.
Alternando un circulo de celofán con otro de igual tamaño de
papel de filtro humedecido para facilitar su separación, se
recubrieron con papel de aluminio, esterilizándose
posteriormente en el autoclave a 121 ‘0 durante 15 minutos.
Una vez estériles se depositaron asépticamente los círculos
de celofán sobre la superficie de las placas de agar BRI con
la ayuda de unas pinzas ejerciendo presión con las mismas
para que la adhesión al medio fuera correcta.
La siembra de las placas se realizó depositándo sobre la
membrana 200 A de un cultivo en EHI de 48—72 horas de la
cepa y se extendió con la ayuda de un ama de Drigalski.
Posteriormente se incubaron las placas a 37 ¶0 durante 48
horas en posición no invertida, al cabo de las cuales se
retiraron las células y los productos que se hallaban sobre
la membrana mediante la adición de 2,3 ml de una solución de
Na
2HPO4 0,01 14, arrastrándose mediante un asa de Drigalski.
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La suspensión arrastrada se sedimenté en una centrífuga de
mesa a 2.000 rpm durante 10 minutos, analizándose el
sobrenadante (extracto) para detectar la presencia de EL
Las membranas de celofAn fueron recicladas lavándose primero
con agua corriente, luego con agua destilada, y por último,
con agua desionizada.
B.MUESTRAJ DE ALIMENTOS
E • 1. ALIMEMTOI UTILIZADOS
se emplearon los siguientes 5 tipos de alimentos, todos
ellos comerciales: leche, yogur, queso, mayonesa y
salchichas,
4.2. INOCULACION DE WS ALIMENTOS 001< El
Se utilizaron LE purificadas cedidas por el “Veod
Researcb Institute” <Wiso. Mad.). Se distribuyeron 100 q de
cada uno de los alimentos en dos contenedores (50 g por
contenedor) , añadiéndose g~ pl de una concentración de 100
,pg¡ml de cada una de las LE a cada muestra, dando una
concentración final de 9 pg de LE por muestra.
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B.3.EXTRACOION DE EE A PARTIR DE LOS ALIMENrOl
B,3.l,Xaterial
Los reactivos que se emplearon para
— Ecl 61<.
- NaOH SN.
— Cloroformo.
— Carbowax 20.000 <Fluka).
este objetivo fueron:
Dentro de los aparatos utilizados destacan los agitadores
nagnéticos y la centrífuga (Serval, RC—SB>.
B.3.2.I4étodo
Para la extracción de las
el método descrito por Reiser
consta de los siguientes pasos:
EE de los alimentos se siguió
st 41. <1974). Este método
1) Añadir, en algunos casos, agua destilada; así se
añadIeron 50 nl a las muestras de queso y salchichas,
25 ml a las de yogur y mayonesa, y mo se añadió agua a
las muestras de leche.
2) Cuando la muestra era senisólida se agitó
viqorosamente a fin de conseguir una mezcla homogénea
de ambas fases, pero cuando era sólida (queso y
salchichas) hubo que proceder a triturar, con la ayuda
de un honogeneizador de brazo vertical.
3) A continuación se realizó una precipitación ácida,
ajustando el pH a 4,5 con 801 6N en aquellos casos en
que éste era superior a dicho valor.
f
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4) 56 virtió el contenido en tubos de centrífuga de
acero inoxidable de 280 ml de capacidad, procediéndose
a centrifugar las muestras a 23.430 x g durante 25
minutos a 4 ‘C.
5) Se desprecid el precipitado, ajustándose el
sobrenadante a pH 7,5 con NaOH 511.
6) Después de medir el volumen con una probeta se
añadió cloroformo para obtener una Concentración del
15% y/y, a fin de conseguir la extracción de los
lípidos; se dejó esta mezcla en un agitador magnético a
100 rpm durante 3 a 5 minutos.
7) posteriorment, a la realización de otra
centrifugación de iguales características que la
anterior, el sobrenadante fue filtrado lentamente a
través de una tela de batista, a fin de retirar el
cloroformo,
8) Se concentró la nuestra mediante diálisis frente a
Carbowax 20.000 <Fluka) hasta que el volumen era
aproximadamente de 10 ml.
De cada una de las dos muestras, una de ellas se sometió
a un proceso de extracción completo y en la otra el proceso
se realizó sólo hasta la neutralización con NaOH 511 (proceso
de extracción parcial>.
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C.DETECCIOfl flE BE Y TBST—i
0.1.TECNIOA ELISA
C.1.l,N.teri.l
El material empleado para la realización de esta técnica
fue el siguiente;
— Placas de microtitulacidn de poliestireno de 96
pocillos de fondo plano (Gt-einer Microtiter>.
—Pipeta multicanal (8 canales> graduable de 50 a 250 >11
(Titertek)
— Pipetas digitales graduables de distintos volumenes
(1—50 pl~ 50—250 pl~ 200—1.000 pl) (Qilson)
— Lector de ELISA (Dynmtech, modelo MR 590~
C.l.2.Reaotivosy tampones
* Tampón carbonato sádico 0,01 M, pH 9,6.
Soluolón A 1> NaHCO3 (Panreac) 0,84 g
2> Agua destilada 1.000 ml
Solución a í> Na2003 (Pamreac) 1,06 g
2> Agua destilada 1.000 ml
Se añadió la solución m sobre la A, con agitación
constante, hasta alcanzar el valor de pH de 9,6.
n
1* Solución tampón fosfato salino (PBS> 0,01 >4, pH 7,2.
1) Wa
2HPO4.2H20 (Panroac) . 1,73 g
2) naCí <Panreac) . 9,0 g
3> Agua destilada . 1.000 mi
Desputs de dIsolver loo componentes se ajustó el pH a
7,2 con Ecl 6W. Se puede conservar en refrigeración.
* Solución PBS—Tveen.
se preparó auiadiendo 1 ml de Tween—20 <Panreac) por
cada litro de PBS 0,01 *4.
* Solución de substrato.
a) Solución tampdj, citrato:
Solución A <ácido cítrico 0,11 *4>
1> Acido cítrico (Panreac) 2,14 g
2) Agua destilada 100 ml
Solución 5 (fosfato disódlco 0,02 *4)
1) Na2HPO4. 2*420 <Panreac) 3,56 g
2) Agua destilada 100 ml
Para su preparación se afladió la SolucIón 5 sobre la
A hasta que se consiguió un pH de 5,0. Se conservó
a temperatura de refrigeración.
b) Solución de uso (substrato)
1) Ortofoníldiamina (CPU) (Sigma>... 60 mg
2) Solución tampón citrato 100 ml
3) H202 (30%) (Panreac) 40
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zata solución se preparó innediataconte antes de su
uso y no sc puede conservar.
• Las toxinas, tanto crudas como purificadas, y sus
correspondientes antisueros fueron cedido, por el “Foed
Research Institute” (I¿is. Madison)
• Suero normal de conejo (5*40): se utilizaron des
conejos de raza Nueva Zelanda sin Inoc~,lar a los que
se extrajo sangre mediante tina bonba de vacio. Para
realizar la sangría se depiló el recorrido de la vena
marginal de la oreja, se limpió con alcohol y se
procedió a dar un corte transversal mediante una hoja
de bisturí a dicha vena: posteriormente se introdujo un
recipiente conectado a una bomba de vacío que se
ajustaba en la oreja y en el ve se encajaba un tubo de
centrUuqa de 50 ml. Cuando se obtuvo el volumen
deseado (generalmente zs al) se retiró el recipiente y
se aplicó una torunda de •lgoddn en el lugar de la
incisién, La sangre se dejó coagular a 4 C durante 24
hcrast transc,rrido este tiempo se prcYcedló a verter el
suero en tubos de centrífuga y so realizó el
centrifugado de las mniesttas (23.430 x g durante 20
minutos). Despuds de este paso, el sobranadante fue
sometido a un proceso de inactivación del compleaento
mediante una incubación del Buero a 56 C durante 30
mln¡atn en un baño Haría.
C.1.J.Mareaje 4* las imavfiaqlebuliaas con perexidasa
rí mareaje 4. las imunoglobulínas especificas se
Stalin con el enzima Peroxidasa para lo cual se utilizó:
so
sódico o,ca 1<
disolvieron 0,556
— Nroxidssa de rábnno picante (tipo VI S1g’~,a).
— Carbonato sodico 0,3 M. pH SU
1> UaHC03 (Panreac) .12,6 g
a> Agua destilada 500 ~u.
El pH se ajiista COn ECl 1 >4 y con NaDE 2
— yluorodinitro benceno (FONS) (Fluka)
preparó disolviendo 1 q de FDNfi en 100 ml
absoluto.
— M-peTIOdStO
prsparacidn se
destilada.
— rUlen glicol 0,16 >4 (Merck): se diluyeron 0,9 ml da
etilen glicol en 9,1 ml de agva destilada.
— Borohidrato códico (yluka).
— Tampón carbonato módiCo 0,01 >4. pH 9,6 <ver ap~artado
(2.1.2.)
- Solución tampón PISO pSI 7,2 (var apartado C.l.2)
>2eroalbúmtna bovina (BOA) (Siqsab.
>4.
al 1%~ se
de alcohol
<Sigma): para su
q en ~O ml de agua
(2. 1. 3.b.Kétodo
Para la conjuqacidtt de las inrsunoqiebulínas con el
enzima elegido se siguió la técnica de $fla.ne y Mavael (1974)
con ligeras modificacicaes en el sentido de reducir el numero
de pasos, puesto que se observó que no mejoraban la
sensibilidad ni determinaban la aparición de reacciones
inespecificas en la tócaica.
La metodología seguida fue la siguiente:
1) Se disolvieron 5 mg de peroxidasa 45 rábano picante
en 1.0 ml de ¡<aSICO3 0,3 >4. pE 5.1 <prepara o
inmediatamente antes de su uso).
al
2> A la solución anterior se le afta¿íó 0,1 ml ¿e una.
solución de FON» al 1% en alcohol absoluto, con el fin
de bloquear los grupos alfa y ep5aiíon amino, así como
los grupos hidroxí de la Peroxida5~ o. esta forma se
evita que esta se Conjuge Consigo misma pero
permitiendo a la vez la form.acíón de bases de ScndCf
con los grupos alta y epsilon ani~0 de las protetno.s
disponibles.
3) lina vez agitada suavemente la mezcla en un agitador
orbital durante una hora, se asLadió 1,0 al de
a-perlodato módico 0,08 >4 en agua destilada.
continuando la agitación durante Otros 30 minutos. La
oxidación de la porción giucidica de la molécula dc
peroxidasa por este compuesto permite la formación de
aldehídos que dan lugar a las bases de blchiff, puentes
entre el enzima y los anticuerpos.
4) Se aAadió a continuación í,o mil de etilen glicol
0,15 >4 en equa destilada, con el objeto de frervar la
reacción y se nació mediante aqit4c-lón suave durante
una hora a t4l.fltptratura ambiente.
5) A continvación so introduje la eclu<~íón en r~n tute
de diálisis <tipo 8/32) y se dializó frente a 3
volumenes de un litro de tampón aarboftato sódIcx, 0,01
14, ph 9,5 a 4 C con el objetive de restablecer La
actividad enzimática perdida.
6> Al día Siguiente se añadieron lo ng de
inflfloqlobtslin. G purificada. disuelta en 1,0 ml de
tampón carbonate 0,01 14, pH 9.9. La nacía se agitó
fl&VtflitC PCX espacio de 2 a 3 heras a temperatura
efliente.
U
7> te añadió a continuación 5 mg de borohidrato odólco,
permitiendo que reaccionaran durante 3 a 18 horas a 4
‘C, y así estabilizar las bases de Schlff formadas.
8) Tras dializar la solución a 4 C frente a PES 0,01
>4, pH 7,2 durante 15 horas, se procedió a distribuir el
conjugado en alícuotas adecuadas seg’.ln la potencia del
mismo.
9) Para su conservación se añadieron 10 mg/ml de MA y
se almacené a -20 C.
C.l.4.Métode
Una vez obtenidos los extractos se procedió a determinar
1a producción de El y r5ST—l de loe estafilococos, utilizando
la técnica ELISA doble “sandwich” de anticuerpos (DAS) <freed
~t fl., 1952) por la cual el antígeno reacciona tanto con los
anticuerpos que tapizan la placa de microtituiación como con
los que estan conjugados con el enzima, obtenidos ambos en el
mismo animal.
La realización de esta técnica consta de las siguientes
etapasi
1> Diluir las inzsunoqlobulinas en tampón carbonato 0.1
K, pH 9.6 a la concentración de 1,5 po/el. Esta
dilución se realizó a partir de una solución madre (las
concentraoj.ones de cada una de las Ig O especificas
utilizadas se muestran en la tabla flL3.).
2) Añadir 100 pl de las Ig diluidas a 7,5 p;/ml ea
todos los pocillos, excepto en las tilas denominan A
1
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y *4 <extremos superior e inferior respectivaiiieiite> que
se rellenaron con 200 p1 de agua corriente, a fin de
evitar la desecación.
3) cubrir la placa con una lámina de parafilm y su tapa
correspondiente e incubar a 37 ~d en agitación (100
rpm) durante 14—18 horas.
4) Lavar la placa 3 veces consecutivas con PBS—TWCCfl,
dejando reposar el tampón de lavado durante 5 minutos
cada vez, para luego retirarlo con sacudidas enérgicas.
Después del último lavado se seca la placa golpeando la
misma contra un papel de filtro doblado.
5) Añadir los extractos, a los que previamente se habla
añadido una cantidad igual de SMC dejando incubar la
mezcla 18 horas a 4 ‘e, por duplicado (100 >11 por
pocillo) excepto en los pocillos patrón reservados para
añadir, también por duplicado, las distintas diluciones
de la EE o de la ESST—l patrón correspondiente. Estas
diluciones se realizaron en pBS—Tween y fueron las
siguientes: 0, 0,625, 1,25, 2,5, 5 y 10 ng/ml
respectivamente. Los extractos y la EE o TSS¶’—l patrón
se incubaron durante 3 horas en agitación <loo rpm) a
37 C.
6) Lavar 3 veces con pBg—Tween.
7) Añadir el conjugado anti—EE o antl—TSS’l’—l¡ date SC
diluye en PBS-T’ween a las concentraciones óptimas
(tabla 111.4,) añadiendo 50 pl por pocillo e incubando
30 minutos en agitación a 37 ‘C.
8) Lavar 3 veces con PBS—Tween.
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Tabla II!.]. concentraciones iniciales de las
inmunoqlobulinas especificas (lcfl.
INMU14O~LO8OL1NA ZSPEOIYICA OONCZMTRAOIOM INICIAL
<mg/al>
¡go—U—A 18.5
6.8
IgG-EE-C,
la, 6
——_______
26,4
IqG—T523T’l 30,0
Tabla 111.4. DIluciones de oso óptisas del conjug’ado.
CONJUGADO DILUCION EMPLUOA
(>41>
(2—tE—A 1:250
C-U8 11300
C-EZ—C 1:300
O—tE—O 1:300
O—UE 11300
C-TSST—l 1:300
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9) Añadir la solución de sustrato en la cantidad de 100
pl por pocillo, permitiendo que se oxide el cromógeno.
10) Leer la placa mediante el lector de placas a una
longitud de onda de 450 nm. El tiempo que pasa desde la
adición del sustrato hasta la lectura suele ser dc 5 a
25 minutos.
El cálculo de la concentración de EE o de TSST—1
presentes en el extracto se realizó por comparación de la
absorbancia de éste con la obtenida con la EE o TssT—i patrón
de esa misma placa, calculándola de forma teórica con Un
programa incorporado en la calculadora científica Texas
Instrumento TI—SG. Tras introducir los valores de la
absorbancia para cada dilución de la EE patrón se podía
hallar el coeficiente de correlación, la pendiente de la
recta y la intercepción en el eje de ordenadas, así como la
concentración de U o de TSST—l para cualquier valor de
absorbancia. Hay que tener en cuenta que el extracto 50
encuentraba diluido al 50%, por el hecho de añadir el SMC, y
por esta razón, debemos multiplicar por dos los resultados
obtenidos.
Cada extracto se probó pata la posible presencia de las
EE (A, E, O, O y E> y para la toxina TSST—l. se consideró
como producción positiva las concentraciones superiores a 2
ng/mí,
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Ig asti-St diluida
0.1 >4,
en tampón carbonato
pH 9,6
7,5 ng/ml
TAPIZAR
100
5l/p0t~illo
37 ‘(2
Agitación
16 horas
Diluciones RE
<0—10 ng/nl)
Extracto problema
100 4/pocillo
INCUSAR’1L agitación 137 ‘0
4— 3 horas
Conjugado diluido
en PIS5-TWM
50 sl/pOcillo
L...
Lii.
LAVAR
Pu-mu
• SO
m
minutos
LAVARpM—Tmr
Substrato
minutos 100 sl/pocillO[7•LECTURA
PBS—TtJW: PEO 0,01 >1, pH 7,2 • Theta 20 al 0,1%
Diagrame 111.1. Diagrama de flujo de la secuencia de panes
en el mÉtodo ELISA.
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0. 2. TÉCNICA DE TflhiSPEnNc¡A ELÉCTROFOflTZCA
C.2.l.Haterial
El material necesario para la realización de esta
técnica es el siguiente:
— Sistema de electroforesis semiautomático, consistente
en una unidad de separación y control, y una unidad de
desarrollo ‘Phast System” (Pharmacia)
- Cubeta de transferencia eléctrica (LKB, modelo 2005
Transphor)
— Agitador orbital.
- Pipetas digitales.
— Geles ultrafinos <45 x 35 x 0,5 mm) de electroforesis
SDS—poliacrilanida “phast Gel Gradient 8—25”
<Pharmacia)
- Tiras de tampones para los geles SOS ‘Phast Gel SOS
Bflffer Strips” (Pharmacia>.
- Aplicadores de muestra “Phast Gel Sample Applicator
8/1’ (Pharaiacia)
— ¡<it de calibración peso molecular del tipo bajo peso
molecular “L14W’ (Pharmacia)
- Soporte de madera y cuerda de piano (0,2 m/n>.
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C.2.2.Reaetivos y tampones
Los reactivos y tampones utilizados fueron:
• Tampón de transferencia 25 mM Tris, 192 St glicina.
20% raetanol, ph 8,2;
í> Tris (hidroxietatil) aminoetano (Herckh.l5.l q
2> Glicina (Merck> 76,06 4
3> ¡<etanol (Merck) 1.000 ml
4> Agua destilada 4.000 ml
Este tampón no se debe ajustar con *4(21: se puede
conservar hasta un mIes a 4 ~(2
* Tampón de bloqueo: es un tampón fosfato 0,01 >4, NaCí
0,15 M. Tween—20 al 0,54. pH 7,3.
Solución A..l) NaH2PO4.*420 (Panreao> 1,38 g
2) NaCí (Panreac) 546 g
3) Agua destilada 1.000 ml
Solución B..1> Na2HN4.2M20 (Panreacb...l.76 9
2> Nací (Panreas) 8,76 g
3) Agua destilada l.&00 sil
Se añade la solución E sobre la A hasta llegar si pfl
indicado y posteriormente se añaden 5 ml de Tveen—J0
por litro.
_____—I
1
4
o,
* Tampón de lavado: NaCí 0,15 14, Tween—20 al 0,5%
1> NaCí (Panreac) 8,76 g
2) Tween—20 (Panreac) 5,0 ml
3> Agua destilada 1.000 ml
* Tampón de muestra: PBS 0,01 14, pH 7,3, 10% SDS, 10%
2-mercaptoetanol; el PM se preparó igual que para el
tampón de bloqueo. Para preparar este tampón se
disolvió í g de SDS (Fluka) en lo ml de PM 0,01 14, pH
7,3 y posteriormente se añadió 1 ml de 2—nercaptoetanol
<Fluka) . A este tampón se le añadieron 5 >11 de azul de
bromofenol (Fluka> al 0,005%.
* Solución de substrato—díamínobencíaína (DAB)
1) Tampón de bloqueo <sin Tween—20) 100 ml
2) DA» (Sigma) 50 mg
3) 11202 33% (Panreac) ~oo
“ Solución de substrato—4 cloro—l naftol.
Tampón 20 roI4 Tris, 0,5 14 NaCí:
1) Tris <hidrcximetií> aninoetano <Merck). .0,24 g
2) Nací (Panreac) 1,46 g
3) Agua destilada 100 mí
Para preparar esta solución se disuelven 10 mg de
é-cloro—í—naftoí (Fluka) en 3,3 nl de netanol
<Panreac) en frío; posteriormente se añaden 16,7
nl de tampón Tris 20 mM, Nací 0,5 M, conteniendo
10 jil de *4202 al 33% en frío; asta solución se usa
inmediatamente y no se conserva.
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* Toxinas e insunoqlobullnas especificas (las mismas
que las empleadas para la realización de la técnica
ELISA).
• conjugado anti-especiet suero obtenido en cerdo
anti—innunoglobulinas de conejo conjugadas con
peroxidasa (Dokopatts).
• Sistema avidlna-biotina! compuesto por un conjugado
de ¡>eroxldasa-estreptoaVidina (¡RL) y anticuerpos de
cabra biotinades anti—inmunoqlobulinas de conejo (Bit>.
• Proteína A (Sigma).
• Membranas inmovílizantes: NC de 2 casas comerciales
(“Schleicher & flohulí” y Millipore) y PVDP (Mhllipore>.
C.2.2.a.tJoluCiones utilizadas en la tinción con azul de
Coorsassie
a) Solución de tinción: solución de “Phast Gel Blue >t”
<Pharncia> al 0.1% en 30% de setanol (Panreac) y 10%
de ácido acético <Panreac) en agua destilada.
- Solución “stock”: se disolvió una tableta de “Phast
<le>. Slue A” en 80 ml de agua destilada y Be agité
durante 5—10 minutos; posterionente se añadlero~n 120
ml dé metanol (Panrsac) y se agité durante 2—3
minutos <esto hace una solución del 0,2%).
— Solución final: se mezclé Una parte de la solución
“stock” filtrada (SO sl> con una parte de 20% 4.
ácido acético (Panxeao> en agua destila~ds <40 u-l de
agua destilada y lo ml de ácido acético): esta
II
soluciár se preparo el mismo día do la reaií¡ación de
la Cectroforesis y no se puede tecír~íar
b) OOl~4ciófl de desteñido: 30% de netav~oí par~reac> y
1~% de ácido acético (?anre.ac> en aqun declinAn. Se
prepararon 300 si (90 de notanol, ,o 4, ácido at*ético
y 180 do agua destilada>.
c~ solución de conservación: io~ do qíiceroi
<?nnreac) y 10% de ácido acético <walmeac> •n agua
destilada; so prepararon 100 ml 410 ~e qlieercl, 10
de ácido acético y no do aqws denííada~ esta
solución ayuda a mantener el gel finttfle y
rss latente,
c¿3prQaraoida Se la muestra para Mata eleotroforesls ea
geles da Sr¡d’peIl&exiiamid.
sse añadas 10 jal de la solución de cuestra a 00 tal do la
sumatra (así la c4~ncentractOn final de s;tm y meecapís~etanol
su. es amóca cena, del 1%>. Rata mezcla se lntrniuju’ en tUl
~eo Rp~acóuxf y Sta acaetió a un tratamtmntes torneo de 100
< dunnte ~ minutos. La muestra se preptaró pc~:c antes de
esallnar la eie4ttroforemis pero tank,tén se puede atantener
~ejn clan a 0 ‘(2.
C.ttUtUss
Para conseguir la optimización da la técoica de
transferencia electrofcrétioa se utilizare, distintas
tLeuicrtes de U y TflT—L purificadas a wnas ccneentraAcnem
20 , 1 0, s=. 20. 10 y ng/ml. na ea e arobados
1 s tt.jsrea resultados con las distintas variaciones
e Indas e ‘5 pmacs de electrcelwió. e 4 .wnudetesción se
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utilizó le. técnica optimizada para analizar RE y rOsT-í
cruda-s y purificadas (a una concentración de 1.00 nq/nl>, ¡<it
de balo peso molecular, extractos de alimentos> extractos de
cepas patrones de £L4flbY10sM~suA &ursn. extractos do
estafilococos aislados de mastitis y proteína A (a una
concentración de 100 ng/mí). En el Caso de los extractos de
alimentos se utilizaron extractos blanco y extractos con o
sin proceso completo de extracción.
Para realizar la Cletroforesie se utilizaron
aplicaderes de a muestras utilizando, excepto en el proceso
de optimización, la muestra número 1 para la RE patn4n, y las
restanteS 7 muestras para los extractos a analizar.
CAJ.4.a.Eloctz’oferesis SOd-poliacrilanida
La electretoresis se realizo siqule.vlo len instrucciones
del “Pbsst Bystam4z
— Enfriar la cama de los geles (situada en la lÁnidad do
separación y control> hasta 13 ‘(2.
— Añadir loo pl do agua destilada en el Crea donde
vamos a colocar los qeles.
— Sacar el gel de su envoltura y separarlo de la
cwbierta protectora de plástico cor, la ayuda de une.s
pintas.
— Depositar el gel en el lugar otflspondtemto de la
unidad de separación y control, evitando la formación
de burbujas.
— Secar la zona que bordes al gel con un papel de
filtro.
— Colocar el soporte de las pastillas ¿e taspón.
— Introducir las pastillas de tamp4n en mu soporte.
utilizando guantes para evitar la contaminación debida
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a las proteínas de los dedos.
— Bajar la unidad de electrodos y comprobar que éstos
contactan con las tiras de tampón.
— Cortar una tira de Parafilm y aplicarla sobre el
molde de las nuestras <utilizando guantes) para
producir unas depresiones en el Parafilra.
— Llenar las depresiones con las nuestras utilizando
una micropipeta <aproximadamente 5 y1 por pocillo)
evitando la formación de burbujas.
- Depositar el aplicador de muestras sobre el conjunto
Paraflía—molde (por capilaridad ascienden las muestras
a]. aplicador)
— Colocar el aplicador de muestras en el lugar
correspondiente de la unidad de separación y control.
— Realizar la electroforesis bajo las siguientes
condicIones: 250 y, 10.0 mA, 3.0 y, 15 C hasta
completar 65 vh~ la electroforesis dura aproximadamente
30 minutos.
c.2,4.b.Tlnción azul de Coonassie
Utilizamos la tdcnica de tinción con azul de Coomassie.
Se realizó una electroforesis SDS-poliacrilamida, incluyendo
un )cit de bajo peso molecular y RE purificadas de todos los
tipos, además de TSST—l, a una concentración de 50 yg/mli
posteriormente colocamos el gel en la unidad de desarrollo y
se procedió a realizar el método de tinción con azul de
Coomassle para geles SDS—poliacrilamida. Para todo ello 50
siguieron las instrucciones del “Phast System”.
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aplicadores
—e tuestras
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¡‘19, 111.1. continuación.
Colocación del soporte
de las tiras da tampón
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El mÉtodo de atul de CoozaasSle consta de los siguientes
5 os:
i> Solución de tincióní a minutos.
2> Solución de laV&do/destOftidO 5 minutos.
3) Solución de lavado/desteKidoI a minutos.
4) Solución de lavado/desteftido: 10 minutos.
s> Solución preservadora: 5 minutos.
Todas los pasos 50 realiZaron a 50 C y el tiempo total de
duración es de aproximadaenté 40 minutOs.
c.a.4.c.Eleotroelución
Después de realisar la electrefortsit se realizó la
electroelución <¡‘40 consta de las siguientes #tapasl
- Equilibrar el gel en el tampón de tnnaterrtcia
durante 5 minutes.
- Colocar el gel sobre un soporte de madera. fijándolo
al mismo mediante unas chinchetas,
- Estirar mediante una espátula la parte ¿ti rEí que SC
encuentra por encima del frente de Las renettras y la
zona de empaquetamiento.
- Separar el gel de su soporte plástico <con la ayuda
de una cuerda de piano> empezando a separar desde la
zona de gradiente de alta concentración hacia la zona
de empaquetamiento. (líq. 111.2>.
- Aplicar una membrana, equilibrada en tampón de
transferencia, sobre el gel. El conjunte qel-membrana
se coloca entre dos papeles de filtre y este conjunto,
siempre con el gel en el lado del cátodo y la membrana
del lado del Anodo (las proteínas migran desde .1 polo
negativo al positivo>, se situa entre dos palas de
‘El
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¡ig, 111.2. Sesaración del gel de su scporte plástico.
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esponjas y se introduce en la cubeta de transferencia.
siguió un esquema o metodología basado en .l método de Tetin .4
para realizar la eleCtt’Oel’4Cidn y la inauziodetecoién se
~ ¡1~ (1979> y las instrucciones del “phast System”,
haciendo variaciones en cada uno de los pasos, con el
objetivo de optimizar la técnica.
Dado el elevado número de elementos para probar (tipo de
membrana, tiempo de electroelución, voltaje de la
eleotrodlttción, etc.), el número de combinaciones posibles
era muy elevado por lo que se val’ió cada vez uno sólo de les
elementas manteniendo constantes el resto. Esto ea, dentro
de las posibilidades de cada elemento se mantuvO une fijo en
todas las pruebas, excepto cuando se probO dicho elemento.
Por ejemplo: como membrana de referencia se utilizó la ¡LC de
la marca “Sobleicher & achulí” , que se empleó en todas las
pruebas salvo cuando comparábamos los diferentes tipos de 1]
membrana a.
da g~Jz=a~j~: la cubeta de
transferencia utilizada permitía variar el voltaje (indicado
en tantos por ciento) con lo cual se modificaba la intensidad
de la corriente eléctrica. Come Voltaje de referencia se
utilizó el de 601. para optimizar la técnica se emplearon
también los siguientes voltajes: 10, 20. 30. 40. 50, ~0 y
80%. El tiempo de electroelucién de referencia fue de 45 1’
minutos; otros tiempos probados fueron: 15, 30. 60. 90, 120 y
150 minutos.
2
Hsm~xsnin inmovillzantes: como membrana de referencia
utilizamos la XC de la marca “Schlelcher & Sohulí”; otras
membranas testadas fueron: MC Hhllipore y PNV?.
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d~ lA MtUhL Iflns¡3tI2izanfl: una vez realizada la
Clectroelución Se separó el gel de la membrana y se procedió
a realizar el bloqueo de la misma mediante la incubación de
la matriz irnovilizante en el tampón de bloqueo durante 30
minutos a temperatura ambiente y en agitación.
(2.2.4 .d.Inmunodetección
Para realizar la inmunodetección se realizaron los
siguientes pasos:
1) Incubación con los anticuerpos especificos: como
referencia se utilizó una dilución 1:1.000 preparada
poco antes de su uso, de los anticuerpos diluidos en
tampón de bloqueo. El tiempo de incubación de
referencia fue de 120 minutos. Otras diluciones de los
anticuerpos utilizadas fueron las de 1:250, 1:500,
1:2,000, 1:5,000; también se emplearon los tiempos de
incubación de 30, 50 y 180 minutos.
2> Lavado: después de la incubación con los
anticuerpos, la membrana se sometió a ~ lavados de 5
minutos cada uno con la solución de lavado.
3) Conjugado: se utilizó un suero antí inmunoglobulinas
de conejo, obtenido en cerdo, marcado con peroxidasa a
una dilución de referencia de 1:1.000 y con un tiempo
de incubación de referencia de 60 minutos. Otras
diluciones empleadas fueron; 1:250, 12500, 1:2,000 y
l:5.ooo y otros tiempos de incubación: 30, 120 y 180
minutos. Las diluciones del conjugado se prepararon
poco antes de su uso diluyéndolas en tampón de bloqueo.
104
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4) Lavado: se realizaron 3 lavados de 5 minutos con la
solución de lavado.
‘El
5> SubstratO: 50 utilizó como referencia el tAn si bien
también se comparé con el 4-cloro—l—naftol.
Y
sistema avidina-bietina: como alternativa a la
utiliZación del conjugado antí especie se utilizó un sistema
avidina—biotina consistente en um suero antí inmunoglebulinas
de Conejo conjugado a biotina y de avidima conjugada a
perexidasa. Se probaron diluciones de 1:250, 1:500, í:í.oao,
‘~“1
1:2.000 y 1:5.000: todas las diluciones se realizaron en
tampón de bloqueo y me prepararon poco antes de su oso, Lee
diluciones eran las mismas para cada uno de los dos
Eld
elementos; esto es, si la dilución del suero antí
inssunoglobulinas de conejo biotinadas era de 1:250 la
dilución de la avidina conjugada a peroxidasa era también de
1:250.
fi
E E
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A.UIILIDAD DE LA TRCI<ICA DE ?RAUsflaflCIA ELEC?ROPOMTICA
PARA LA DTECCION DE El Y TBST—l
A.í.COXPROEACIOM DEL PESO MOLECULAR Y DEL GRAVO DE PUREZA DE
LAS El Y TSST-l PATRONES MEDIArE ELECTRON’ORE5IS
505-POLXACZLILAI4IDA
A.l.l.RCSUlt&dOS
Se realizó una eleotrotoresis 5D5—poliaorilamida
incluyendo fi muestras: SE de los distintos tipos (A—E) y
TSST—l purificadas a una concentración de SOpg/zl. y un kit
de bajo peso molecular (Pm) preparado seqSt>n las instnicciozses
del fabricante. Para la tinción de las proteínas cm sí gel
se utilizó la técnica del azul de Cooma.ssie. Tanto en las
u, costo en la TSST—l, apareció una sola banda a la altura de
le. banda de migración de la anhidrasa carbónica <Pm 3O.O~O>
(líq. IV.l.>.
A. 1.2 .Diseusiófi
El uso de los geles SDS—poliacrilamida perimite conoCer
el grado de pureza de una proteína, el núnStero de raubunidadea
y su Pm (fihapiro ¡.t ji., 1967; Web.rn y Oisk,orn, 1969>. Esta
técnica presenta varias ventajas, entre las que destacan:
1) Simplicidad.
2) se requieren pequeiln cantidades de proteína.
3) Alta resolución.
En este método se obtiene el Pm de la proteína a
estudiar mediante la comparación de su aovilidad
electroforética con la ¿e las proteínas estfltsr de Pm
¿El
El’
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Ti~. IVA. Wl.etrefnsasis tM-poliacrtlanida . mI Lztzyterftla a
stra 1. patrón de tajo Pm ( de a¡~e~ g~ ‘na arríba:
csfElr2,n —~J4. U~. albúmina ~dS7.OOO—,:~v >aibtUltn. 43.Q(2C—,
c rbenica —3tOOO—, inhibidor ~rips’na -70-’ OEZ Y
z’~ i~t~:nLbustna —14.0 0—); nuestras 2, ~ y 4, ¡iE—A ~‘~rtfi mt, Si
r muestras 5 y 5, U—E purificada ~oD’ SiE ; 7 sin
,El:0st.S’a; ssuastra 7, U—A ~rtsda<30 ~¿q/ml>-
lot
St.
‘E
conocido. La utilidad de esta técnica se basa en la
capacidad del 5DB de interactuar y desnaturalizar una amplia
variedad de proteínas (Reynolds y Tanford, ífloa y b) . Las
proteínas son disociadas en sus subunidades polipeptidicas.
en el caso de que las posean, debido a la accion del 5D5 y
del 2-mercaptOetanol. Las subunidadea o las proteínas
nativas se unen a la misma cantidad de sos por unidad de pese
(1,4 g de SDS por g de proteína -Rámea, taSI-) y adquieren
una carga neta negativa.
Las proteínas nativas tienen diferentes cargas, tamaño y
Psa pero bajo la acción del 5DB se reduEcan y se convierten en
complejos Bbs—proteínas. Estos complejos tienen una carga
constante por unidad de masa. Se ha determinado que la
movilidad electroforética de una proteína depende de la
carga, del Pm y de la conformación, Sin embargo, la mayoría
de los complejos SM-proteína tienen la alama carga y
conformación, con lo que las diferencias en la movilidad
electroforttica se deben, exclusivamente, a diferencias en el
PS.
Se utilizaron geles con gradiente de pollacrilamida
debido a su mayor resolución: en estos geles hay un
progresivo descenso en la movilidad de las proteínas debido
al descenso en el tamaño de los poros de la poliacrilamida,
aumentando así la separación de las proteínas en función de
su Pu.
El sistema de electroforesis utilizado (“Phast Systea”>
se ha comparado positivamente con la técnica de
5D5-poliacrilamida clásica, presentando una mejora evidente
en las proteínas cuyo peso molecular está comprendido entre
11 y 70 ¡Cd (atierle U. £1. • 1990). Este sistema también ha
demostrado su utilidad para la diferenciación e
lo,
identificacidn bacteriana (Slayne j~ al., 1990)
La presencia de una sola banda, y a la altura de la
Banda de la anhidrasa carbónica, demuestra que tanto las EE
como la TSSr-.í patrones poseen un elevado grado de
purificación.
A,2.OPTXMIZAOION DE LA TECt{IOA
A • 2. 1. Resultados
Los resultados positivos en la transferencia
electroforética aparecen como una banda, debida a una
reacción antigeno—anticue~o, a la altura de la banda de la
proteína patrón.
Los datos obtenidos en la optimización de la técnica
vienen reflejados en las tablas IV.l. a r¡.9.
Utilizando las condiciones óptimas para la realización
de este método, esto es: 501 de voltaje, 60 minutos de tiempo
de electroelución, nitrocelulosa de la casa “Schleicher &
sohulí”, dilución de 1:500 y 60 minutos de incubación, tanto
para loe anticuerpos específicos como para el conjugado, y
DAR corno sustrato, se pudieron detectar 10 ng/ml de EE O
TSST—l. Los resultados, referidos a la sensibilidad de la
técnica, fueron similares tanto para los distintos tipos de
RE, cono para la TSST—l.
1.
lío
Tabla 11.1. Optimización del Voltaje. (Amperaje expresado
en Amperios — A -).
Voltaje Amperaje xx o TSST—l
(E (inicial-final> deteetada <ng/mí)
10 0,05 A—0,06 A 500
20 0,10 A—O,12 A 200
30 0.13 A—0,15 A 100
40 0.15 A0,20 A 100
50 0,25 A0,30 A 100
60 0.30 A—0,35 A 100
70 0,35 A—0,45 A 100
50 0,40 A—OpIO A 100
Tabla IV.2. Optimización del tiempo de electroelución.
Tiempo de ,leetroelución coneeatraeiam de BE o flST—l
(minutes> deteetada (mg/mi)
15 200
20 200
45 100
60 50
90 50
120 50
150 50
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Tabla IY.2. Concentración de U o TSST—í detectada en lasa
distintas membranas Thmovilizantes ueííízadas.
Xnbz&zt imseyili:amte Cencemtraoi4a d~ u e
TDfl—l detectada (ag(ml)Nitrocelulon
--‘-E’
1’ NItrocelulosa
>fillipore 200
-----E’-
íco1
!Jchlelcher & Sohalí 90
tabla IV.4. Optimización de la dilución da anticuerpos.
»
»ilueióa da
anticnrpes
Ceaeeatraciósa de ES e tSfl—l
detectada (ftq/ml>
1t250 50
50
l,l.QtO 1150
l:=.000 loo
—— —
ltS,000 2Cm
‘u
él-.
Tabla lTd. Optimización de la dilución del conjugado.
Dilución de
esajugado
Comeentración daza o TSBI—i
detestada (ng/mí)
1:250 ‘ 50 E
1:500 50
1:1.000 100
1:2.000 100
1:5.000 200
Tabla IV.C. Optimización del tiempo de incubación de los
anticuerpos.
Tiempo de incubación
de los aatiouerpos (minutos>
Comoeatraeidm de E! e TSST-l
detectada (59/ah
30 200
60 100
120 100
180 100
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Tabla IY.7. Optimización del tiempo de incubación del
conjugado.
Tiempo de ineubación
del eonjugado (minutos>
Concentraeídb de Ix o TB51—l.
detect;éí (mg/mí)
JO 200
60 loo
120
loo loo
Tabla IY.S. Capacidad de detección de tE o ns’r-í
por parte do los dos substratos eanpl,taos.
Substrato Concentraciaaes de El
O T55’y’.í detectadas
cloronnftol
90 ng/ml
Tabla lTd. Sistema Avidina-fliotlaa.
dilución para Ac biotinados y para Avidina-peroxidasa)
Dilusién Cantidad de Mt e flfl—l
detectad;
1:150
1:500
50 n bol
50 ng/sl
1:1.000
1:2.0-CO
100 ¡ml
loo n~tml
1:5.015-0 200 ng/mi
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(igual
15El
r
T.a.: Temperatura ambiente.
agitación
agitación
en agitación
Diagrasa n.a. Diagrasa de flujo en la secwenoia de pasos
en el método de Transferencia Electroforética (‘LEJ.
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A.2,2.Discusi¿n
Vamos a estudiar cada uno de los elementos por separado:
cantidad de
fue escasa.
<0,30 A de
diferencias
necesitan
elución de
voltajes a
con voltajes muy pequeños (10 y 20%) la
proteína transferida a la matriz inmovilizante
sin embargo, a partir de un voltaje del 30%
intensidad de corriente) no se observaron
en los resultados, lo que demuestra que no Se
voltajes elevados para conseguir una buena
las proteínas. Por tanto, se pueden utilizar
partir del 30%, éste incluido.
2) Thnnp ~ electroelución: los resultados demuestran que
a partir de 60 minutos no se produce una mejora en los
mismos. Generalmente, para eluir polipéptidos de bajo Pm
se necesitan 2 horas y para eluir los de alto ~m SC
necesitan, al menos, 6 horas. Sin embargo, se consiguió
una buena elución de las proteínas en una hora debido a que
se utilizaron geles de un espesor mucho menor (0,5 —> a
los habitualmente empleados <í—í,s msa), lo que facilitó la
alución de las proteínas.
3) Membranas in,novilizantes: los mejores resultados se
obtuvieron con la NC de la casa “Schleicher & Schull”.
Peores resultados se consiguieron con el PVDF y con la NC
de Millipore. La Nc tiene una capacidad de unión a
proteínas que puede llegar a 250 pg/cm, mientras que la del
PVDF es de 190 yg/cm, Esto explicaría los resultados
ligeramente inferiores obtenidos con las membranas de PVDF.
Con la natriz que peores resultados se obtuveron fue con la
NC de Millipore; una explicación a este hecho pudiera Ser
que la RO -de esta casa comercial incluye acetato de
celulosa, el cual reduce la capacidad de la matriz para
116
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unirse a proteínas (Towbin ~t él., 1979).
4) flfl!ácignn x tisnna ~a in~3J~é9i~n ~s1 ~ntJ.~nnng
y ~1 ~ es importante conocer la
dilución más alta, y por tanto la de menor concentración,
con la que se obtienen los mejores resultados. La dilución
de 1:500, tanto para el anticuerpo especifico como para el
conjugado, resultó ser la que permitió detectar la menor
concentración de LB o de TSST-l. Con la dilución de 1:250
se obtuvo idéntico resultado que con la de 1:500, pero con
el lógico inconveniente de un mayor gasto de reactivos. A
partir de 60 minutos de incubación, tanto del anticuerpo
especifico como del conjugado, no se observaron mejoras en
los resultados. Por tanto, los tiempos de incubación
empleados son muy breves.
5) ~iagtnts: con el DAB se obtuvieron unos resultados muy
superiores a los obtenidos con el cloronaftoi. Estos datos
coinciden con los obtenidos por Blas y Cherwinski <1983>.
Sin embargo, el. DAB presenta el inconveniente de su
peligrosidad Chay que manejarlo con guantes y mascarilla>
dado que es un posible cancerígeno.
6> sistema avidina—biotina: los resultados obtenidos con
este sistema no supusieron una mejora sobre los conseguidos
con un suero antiespecie convencional. Debido a su
superior coste económico y al hecho de que precisa una
incubación más (primero se ircuba la membrana con el
conjugado antí copulado a la biotina y posteriormente con
la peroxidasa copulada con la avidina) es preferible
emplear el suero antí marcado con peroxidasa.
Combinando las condiciones óptimas se pudieron detectar
10 ng de LE o TSST—l por ml. Esta sensibilidad es superior a
~1
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la obtenida mediante las taemicas de inmun.rjdífusíón (Conan y
Bennett, 1965: Robbins ét 41. • 1974) • que son las
habitualmente empleadas en la detección de las E!, e inferior
a la obtenida por los métodos de onzínoínmumoenrayo
(Eauftman. 1980; OlsVik ftt ji., 1982: Fres,~I ~ ji un>.
A.2.2.a.Ventajao
1) Dado que el limite de detección es superior al método
de inmunodifusión doble en porte <Casman r Mennett, 1965)
que es el método recomendado en el Otficial Methods cf
Analysis” (1910> de la “Association of QUicial Analyti-cal
Chemista” (KOAC), cumple los requisitt~s propuestos por
hrqdsll ji A1~ (1976) en el sentido de CNO la sessibilidad
de la técnica utilizada para detectar las U no debe ser
inferior a la de la empleada por las aqencí~~ requiadoras.
2> Hay que destacar el escaso gaste en reactives, dado
que se necesitan volumenes muy pequeños (20 sí
aproxiwadamez,te) para incubar las matrices innovilizantes,
en comparación con las cantidades requeridos para los geles
‘y matvanas habitualmente empleados (de ~n, tama~~o bastante
superior al de los geles comerciales gtilizado-s en oste
trabajo).
Al reducido gasto en reactivos hay que añadir el peqvek
volees ¿e nestra requerido para realizar el analisis <sólo
se necesita-a 5 rl). Esto representa una ventaja con
respecte a otras técnicas, como por ejemplo ELISA tmsamdwich”
ji ji., 1982) en el que se utilizan 100-240 pl de
Slflstra, teniendo este hecho gran importasacia en el caso de
di.penr de pequeños Volúmenes de extractos de alimentos.
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3) Esta técnica permite procesar un elevado número ~
muestras dado que se pueden correr dos geles al mismo tiempo
en la unidad de separación ~. control del “Phast System” y se
pueden realizar dos series seguidas (en total 4 geles) dada
la escasa duración de la electroforesis (30 minutos
‘Eaproximadamente). En cada gel se incluyen fi muestras (unapara la RE o T5Sfrl patrón y 7 muestras problema) y por ello
se pueden analizar 25 muestras por día. Además, existe la
4El
posibilidad de utilisar aplicadores de 12 muestras, en lugar
de los de 8 utilizados en este trabajo.
El~ 4El’’
una ‘ElLa técnica EMSA es la única que permite procesar
El’)
mayor cantidad de muestras que la transferencia
electroforética. Con los métodos de lnssuncdifusión, E’
El!imuinofluorescenoia y hemoaglutinación, el número de muestras
posibles a analizar es muy inferior. 2~
4) Otra de las mejoras con respecto a otras técnicas de
detección es su rapidez. Son suficientes 4 6 5 horas para
concluir el análisis. Esto supone un avance con respecto a
la técnica ELISA “sandwich” (Freed it nl., 1982) en la cual
hay que realizar un tapizado con anticuerpos la tarde
anterior al procesado de las muestras y se requieren de 6 a
a horas del día siguiente para finalizar el método. Esta
mejora es mucho más evidente en el caso de la inmunodifusión
doble en porta (Casman y Bennett, 1965), incluso con la
modificación introducida por T~eiser U. ti. (1974) con la
‘El ‘E
que se necesitaban 3 días para realizar la lectura.
5) sin embargo, la principal ventaja con respecto a las
restantes técnicas de detección es su elevada especifieldad.
Ea esta prueba para dar un resultado positivo, debe haber
además de una reacción antigeno~anticUCrpO, una Identidad en
cuanto al peso molecular del antígeno detectado por esos
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anticuerpos <las sustancias que presentan reacciones
cruzadas y las que producen interferencias son diferenciadas
en la electroforesis>.
Hay que tener en cuenta que las reacciones
antiqeno—antict~erpO, en principio, son especificas, pero
existen reacciones cruzadas con otros anttqenos que dan lugar
a falsos positivos. Así, ley U. al. (1984) al comparar los
distintos tipos de ELISA utilizados en la detección de las RE
satacaron como inconvenientes da la técnica ELISA •saedgi~”
ta aparición de uniones no especificas causadas por la
tornción de agregados en el conjugado, ami coso los
problemas debidos a los falsos positivos causados por
~rotainaA (problema comOn a otras técnicas de detección de
U y
Uos’rnelly fl ji. (1967) mencionaron los problemas
srgcntra4!Els en las técnicas de gel difusión en el sentido de
la apandan de zonas y anillos atipicos. por su parte,
544511 fl ji. (1974> discutieron los problemas encontrados
-d wea4izat’ la técnica de aglutinación, destacando la
a~aa’iokt*El! de nqt madonas no especificas.
e> Le transferencia electroforética presenta además una
A ma cbjetlfltad en la interpretación de los resultados.
ng se produce siempre en las pruebas de
‘E Ifusí doble en porta para la detección de EL, en
a dEvalas a. poeden pro4ocir lineas patrones atipicas
15 ff1 tal lsistkvcds of Analysir, 1990> y en las técnicas de
saceocta.
-n eA ‘aspo de las U y TSST—l la técnica de
tare ia ei.ztrotsrética 5db se ha utilizado hasta la
mIt 1 pata nts4in de especificidad y reacciones CtwZfidM
u
cuando se prueban anticuerpos monoclonales <Edwin s~
1986> y para detectar anticuerpos séricos frente a las BE y
TSST—l (Whiting it ib, 1989).
Las causas por las que la transferencia electroforética
ha tenido limitaciones a la hora de utilizarla en el análisis
de un elevado número de muestras han sido:
— Problemas en la utilización de geles
convencionales (laboriosos de fabricar y muy
frágiles).
— Tiempo de realización elevado, tanto en la
realización de la electroforesis, como en la
eleotroelución (Burnette —1981— indicó que se
necesitan de 20 a 24 horas para conseguir una buena
elución de las proteínas desde geles
sos—poliacrilamida> y como en los tiempos de
incubación de los reactivos. Icakita st ti. (l~82)
indicaron que se necesitan hasta 3 días para
concluir el análisis.
— Importante gasto de reactivos.
Estos problemas no se presentan si se utilizan los geles
del “Phast System” dado que los geles son comerciales, el
tiempo necesario para la conclusión del análisis es escaso y
el gasto de reactivos no es elevado. Esta técnica de
eleotrororesis presenta las siguientes ventajas sobre los
sistemas clásicos;
1> ser semiautomática.
2> Altamente reproducible.
3) Sencillez de manejo.
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Hasta la fecha, la transferencia de proteínas combinada
con el sistema de electroforesis “Phast System” sólo se ha
Utilizado para la detección de anticuerpos antivirales en El
--E!
Suero y fluido cerebroespinal en animales de laboratorio
(Sigmund ~ fl.’ 1988>.
-E]
‘1
A. 3 .EsTgij~~ p~ za DETECCION DE El Y T88T—l CRUDAS Y Dl LAS
POSIBLEs REACCIONES CRUZADAS 01 LAS RE ENTRE SI Y CON LA
TSST-2.
‘El
A. 3. 1.fleaultadoa
‘El
Be probaron los diferentes tipos de El y la TSST—l
‘El El
crudas frente a sus sueros homólogos <RE—A con los
anticuerpos frente a dicha EL). En todos los casos apareció
E-El]’
una sola banda a la altura de las RE o TSST—l purificadas.
~El
También se examinaron cada uno de los diferentes tipos
de EH y la TSST—l con los anticuerpos frente a las otras RE y
TSS’t—l. Esto es, la EH-A cruda se prob¿ frente a los
anticuerpos antí-EZ B, C, O y E y también con los anticuerpos
especifIcas de la TSST-l. En ningún caso aparecieron bandas.
A.3 . 2. D±seusióm
Los resultados demuestran la alta especificidad de 1
anticuerpos empleados dado que no se produjeron reacciones
cruzadas entre los distintos tipos de ES y la TZST—i y al
hecho de la aparición de una sola banda al utilizar El sin
purificar.
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Sin embargo, puede aparecer, además de la banda
específica, dos bandas de Pm inferior producidas por la
fragmentación de la ES por un fenómeno de digestion
enaiu,ática debida a tripsina, quimotripsina y proteasas
contaminantes. Esta rotura produce dom fragmentos, uno
carboxí-terminal y otro amino—terminal, cuyos pesos
moleculares sumados equivalen al Pm de la EH intacta (Lin fl
al., 1988). El hecho de gte no existan diferencias en la
utilización de EH y TSST-í purificadas o crudas permitirla
utilizar a estas últimas como patrones.
Otra ventaja de este método es la de no necesitar
antígeno purificado para su realización a diferencia del RíA
(Bergdoll y Reiser, 1980> y del ELISA competitivo (Eey U.
al., 1984>.
A. 4 .EBTUD!O DE LOS POSIBLES FALSOS POSIflVOB DESIDOS A LA
PROTEíNA A
A. 4 • 1 • Resultados
La protmlna A apareció cono una banda de un PS superior
(cercano a 60.000> al correspondiente a las EH y TSST—l (ng.
IV.2>
A. 4 .2. Discusión
La proteína A representa un inconveniente para las
técnicas de detección de HE y TSST—l utilizadas hasta la
fecha. Esto se debe a la capacidad que tiene esta proteína
de unirse de forma inespecifica a la porción fo de las
inraunoglobulinas (Rotermans y Koper, 1979) lo que da lugar a
falsos positivos. Para evitar estos falsos positivos se
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Utilizan diversos ¡métodos (Eoper it it., 1980; Freed ¡~ nl..
1952; rey aS nl. • 1984> que suponen Un incremento en el
tiempo requerido para realizar el análisis.
En la técnica de transferencia electroforática no se
EJproduce este problema debido al distinto Pm de las RE y
TSST.í con respecto a la proteína A. Sin embargo, el Pm de
la proteína A calculado utilizando técnicas de sedimentación
Y cromatografía de exclusión molecular (42.000) no coincide
COn el que se obtiene al realizar una electroforesis
SDS—poliacrilamida (Bjork, 1972>
Este autor comprobó que la protelma A migraba entre las
posiciones de la ovoalbOsina y la seroalb~I¡aina humana con un
274 dc 56,000. A pesar de ello, los resultados no eran
reptoducibles en todos los casos, si la proteína A se
mantenía una semana a 7 ‘O se observaba en la electroforesis
una tanda difusa, La explicación dada por Bjork (1972) fue
que esta proteína se desvía del comportamiento general de las
proteínas en las soluciones de 5DB. Esto puede ser una
.9 -
consecuencia de una conformación peculiar de esta proteína ‘E
‘ElE’
debido a su conformación muy extensa.
Lapeyre a~ n2., (1987) comprobaron, al ~ztiiizar una
técnica de transferencia electroforética con anticuerpos
nsonoclorales, que extractos crudos de EE—C se revelaban en
forma de una banda de 29 lcd y varias bandas no especificas de
un Pu superior, que se deberían a la proteína A y a otras
proteínas extracelulares.
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A.5.DETECCION DE BE Y TSST—l EN EXTRACTOS DE CEPAS PATRONES Y
EH ALIMENTOS ARTIFICIALMENTE cONTAMINADOS
A.5.1.Resultados
Se probaron distintas cepas patrones productoras de uno
o varios tipos de EH y/o de TSST—l. En todos los casos se
confirmó la producción de las EH o TSST—l por parte de esas
cepas <ng. IV.24.
En el caso de los alimentos artificialmente contaminados
se pudieron detectar las HE añadidas a los mismos. Ho se
observaron diferencias entre los extractos con o sin proceso
completo de extracción. Los extractos blanco (extractos de
alimentos sin contaminar) no dieron lugar a reacciones
inespeciricas (no aparecieron en ningún caso bandas)
Después de realizar el proceso de extracción en los
alimentos, se concentraron las muestras mediante diálisis con
Carbowax 20.000, hasta alcanzar un volumen de 10 ml
aproximadamente. Sin embargo, en algunas ocasiones los
extractos se concentraban en exceso, y se observaba la
aparición de turbidez en la muestra. Para evitar este
problema se procedió a centrifugar las muestras (200 rpm
durante 10 minutos) para eliminar el material grosero.
En el caso de las muestras de queso, aún después de
centrifugar, el sobrenadante siguió turbio, Si a pesar de
centrifugar la muestra, el contenido sigue estando algo
viscoso, es recomendable diluir la muestra en Na
2HPO4 0,01 14
hasta lo—ls ml para evitar que el frente no corra bien al
realizar la electroforesis. Estos problemas se suelen
presentar en los extractos de salchichas, queso y mayonesa en
mayor medida que en los de leche o yogur.
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ng. 11.2. Trasferencia electroforttica. De izquierda a deraóa
muestra 1. HE—E patrón (100 ng/mí); muestras 2 y 3, extracto ~e
la cepa FPI—350; muestras 4 y 5, extracto de la cepa nh—r9,
nuestras d y 7. extracto de la cepa TV&I—i173; muestra 6. protetra
A (ICO ng/sl).
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A,5.2,flisou.ión
Los análisis de las cepas patrones dieron los resultados
esperados, detectándose las EH y/o TSST—l notificados en la
literatura.
No hubo diferencias entre los resultados obtenidos con
los extractos con proceso completo de extracción y con
proceso parcial de extracción. Esto parece indicar la escasa
interferencia que producen los lípidos (eliminados en el
proceso de extracción completa por la acción del cloroformo)
en la detección de HE mediante la técnica de transferencia
electroforética.
Los extractos blanco, tanto los obtenidos don proceso
completo costo parcial de extracción, no dieron lugar a falsos
positivos. Esto Supone una gran ventaja con respecto a otras
técnicas de detección de HE que presentan reacciones no
especificas con los extractos alimentarios.
Así,, en la hemoaglutinacj,¿~ pasiva reversible (RPHA> SC
producen aglutinacion~~ no especificas debidas a componentes
de extractos alimentarios <mennett U. al., 1973) . Este
fenómeno se observa principalmente en los extractos de origen
cárnico <Bergdoll j~ fl., 1976>. En el caso de ln
aglutinación pasiva reversible con partículas de látex
(RPLA>, Park y Szabo (1986) destacaron la posibilidad de
falsos positivos cuando se utilizan extractos de queso. Este
hecho fue también observado por Wieneke y Cilbert <1987) en
un queso elaborado con leche de oveja y por Eujikawa e
Iqarashí (1988) . Estos autores comentaron el problema de que
los extractos de queso siguen turbios a pesar de
centrifugan05, lo que produce reacciones inespecificas en
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este test. El
Casman y Eennett (1955) destacaron los problemas
encontrados en la detección de RE en extractos alimentarios
mediante las técnicas de inmunodifusión: El
El!
1) Los extractos de carne pueden oscurecer el agar.
2> Los extractos de alimentos pueden causar lineas de
precipitación no debidas a una reacción específica con
anticuerpos; ésto constituye un problema en los test de
gel difusión simple y doble en tubo.
También se ha observado que extractos de alimentos
pueden oscurecer el agar en la prueba de gel difusión -doble
en porta cuando se utilizan procedimiento-a de aumento de la
sensibilidad (Cansan it él.. 1969>. Esto oscurecimiento del
agar impediría la visufilitación de las lineas de
precipitación.
En el PTA se deben realizar controles de alimentos
blanco tan similares comO sea posible a los alimentos que se
van a analizar para la detección de las LE (Miller it
1973). La necesidad de diChos controles viene dada por las
variaciones en la inhibición en la detección de las RE y en
la adsorción no específica por diferentes alimentos.
En el caso de la técnica ELISA, ciertos componentes
alimentarios pueden producir pérdidas en la especificidad y
la sensibilidad (Kuo y Silverman, 1930>. También Essink fl
AA. (1985> destaCaron el hecho de que en los extractos da
alimentos que contienen lisozisa, como el. mejillón. producen
falsos positivos en la técnica de ELISA #sandwiCh~. Esto es
debido a que la lisozima se une a las proteínas de baje punto
isoeléctrico como es el caso de las inswioglobfllifl&S.
2
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Además de falsos positivos, se pueden producir
interferencias en la detección da EE Cdificultad en la
detección de ER presente en los alimentos) debido a
cosponentes de los extractos alimentarios. Así, Fujikawa e
Igarashí (193S) señalaron que en la prueba de RPU se deben
eliminar materiales interfirientes, como la gelatina y los
lípidos. Por su parte, wieneke y Cilbert <1981) no pudieron
detectar la EX presente en una muestra de queso mediante la
técnica de gel difusión.
Sin enhargo. los principales problemas de interferencias
por componentes alimentarios se producen en el RíA de fase
atalida debido a proteínas de elevado Psi (Johnson sS nl.,
1971, Ceniqeorqis y Euo, 1976: Pober y Silvernn, 1971>.
L~ukov1c y Johnacn (i9~> calcularon en hasta un 16% las
itthibiciones flO especificas de la unión de EX—o, marcada con
a tubos tapizados con anticuerpos frente a dicha RE
debido a enractee alimentarios.
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B.IDEN’TIYICACION Y PRODtJ~OI0N DE EH Y TSfl-l POR
ESTAPIWOOCOS AISLADOS DE >4iSTIWIS
B • 1. ZDENflPICAOION
B.l.1.Idey,tificael¿n de las espeoles de estafilococos
coagulase positivos (ECU
a • 1,1. a. Resultados
En la tabla IV,ll. se indica la identificación de las
cepas aisladas de mastitis, así como la especie animal de la
que se aislaron. De los 121 estafilococos aislados 81 fueron
Stanhvlococcus ~ (66,9%). No se encontraron ninguna de
las otras especies de HCP. La identificación de las especies
coagulasa positivas se realizó basándose en el escwena
propuesto por ijevriese y H&jek <1980) para la identificación
de los estafilococos patógenos aislados de animales. Las
cepas A—34 y A-lOl poseían algunas características de fi..
~a~¿i, pero presentaban ausencia de heinólisis y débil efecto
Aflhlasa; estas cepas fueron identificadas mediante el sistema
‘API—Staph” como Stanhvlococcus flflflfl&.
a. l.l.b.Discusión
El esquema utilizado para la identificación de estas
especies <Devriese y Hájek, 1980) no incluye la especie
Stanhvlococcus ~jj~bJ.fljde reciente descripción (Varaldo ~L
al.. 1988>, y que presenta cono características principales,
aparte del hecho de ser una especie coagulasa positiva, la de
haber sido aislada de lesiones purulentas en la piel. de
delfines y la de ser negativa en la prueba de la AnNasa.
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tElentt’o do ms RCP aislamos e.x4lu5tW41l~0ntC ‘~ u 4
t24tttIt’ mt »tr-E3t*El!-.i Elia lose brotesa e-E!st,’5Eliia-4El>-s se a si
iitAsi~xIC~mmmiCn iCEt5fl~iEl’4E4 ni ~U ‘E”
m,l.a,IdentificMli&n da le,s •spe-oi.s 4. estafil s
ooaqulna neiativcs <MCE
5.1. 2~a,Pes’alta445
La ideE! ifiE!sn-EliEltn rAe estas ES’ .1 u se r •IízE5 EElEltLt’flEJElEdE’Ell
el sist a de dontiftElacinh ‘Ai’I”ElZt&pOW 45 ‘4iElE!14KElE!ElI 4El’4 ‘EW5
q~~e representen ci 33.1% dcl total ntse loa estsf tn~e
aislados. La di¶trihtkcióel poz pe’<loa vievx4a ss.fle)a en ‘Ea
tabla lV~l~.
5. I2dt n1a5El’Lsultn
El •utt-Edirl del qtrterc ~‘E~’’E 9” OrE! l’Els’5 4-ElElIESntS-5
SE’If daticos se Ira nr, 45 tía ,-rírWasrst’me#’E-Et5 en la mtEl~-EEMEnEl-t5
‘E’ ~fl, miontras
4El¿’E5 ElSElt’l!’ SIdAS> muy ‘4ElElElEl’OElEnn £55
tnvestip tun u annaairudaE!s a la rs-a erttersi’30 ‘455 lElas
sup siso oa<rtLfisa qsatlv Sin aElrlwar’to El5-$’OElElE!0’El5 ‘55El’EtOrSEt
han muir aya el papel da los smi en la radarmt’tElE!n rin
mastitis SE ,liniEl;aS> Sotierra-a fl ~> It 4 > @~
tE!avriase Ib 24) Sai y-nos-u, y E¾El2’EElStEO <1’ 44 y ‘5> Srl n’Elr’5W4ESE
45 aialax’rn ad 05 d5 105 34 E El 05 drEn ansI ItEt>~
estudiados. A pasar dna ello. nc os rso st al ‘<a
0 n ex ,lusmvid-nd, ntnqtsn da e t broten ‘ POS Eli”-’ll4 094
moten los casos ES. aislar rl -EEno~jInnt4t!ES0Elt0 00 A. r 4 5’ 5
de un poder patógemo ampliamente r ido la5
estreptono’Sfl. “orinaacterlss, ‘E liIElrZ’EO5, ,t-Etl.
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Nra la idantifí rsi n Sa estas aspersies se u iii~ al
sistema “KPI”ElE!ta “. AIEl4flIEltS inueattqa-dorfl Irso ti
la utilisiad de es e sistema po a la tflE!El¶l!ien<l~~~ El-e it cm
;ssparai>AEl5lO gen el e Sa-ES prrflElE=SEStElEJ ~xOi Pisas y dA ¿aLfar
teatro de laos trabajos reaLisS-591’E>s arr e un 45!’ E
deatC~iti-fl los da los eiqulentes nutElElrS<5El
sm~enel y Oa~smas (1052i realizaran El-aS ast’adt att 1 E!t PS
de diverges fuentes rshiflí a~s y tro’ESietM-EE!t rut 5-45% dna
hasolrtqtt entre sa 4 SatEl>j’ 5.
ciqer eX fl~ <~~a-~> CEl-flpWSi’arOEnn, att la ita-rr itt”59; a
de 120 naO, opte los ranltadoEltS rtoiztrtidiatt sai rutEn tS,i% ‘da
loe ~aaa5
5
E. Latm teína ~ ~‘ U SU ex sa-losaron aislados de Laob»a
ile varia obteatEMsEltiEl> ~St 51.2% da ElrnrolartiSs.
AdemAs de estos trabalcE!>. 5512IEt’E’VEnY~ y Oil-nato I405~ sss att
astrutito realizado en aataftlc-rViEliEli’EtS aisladas de le E- e o’-nAa -
nos--a, utilizaren ssti aSEl45ssaa- prapiro r=aOSElEn& le 1El55EEl0 Lf$’E’< 1’ ‘a
e-a-ten t!toir-or,ro<anis;aios y rEl.’tittperno’-On SEtES rs¿5u~L . ‘E
obten -“os el “AN”Stt.ph”. ra eh a-aM da las ‘~te-Els
ESElEnt Ladas lota resuir rUs froer rl Sasrdi’Eoqat ~ E’ ‘ ~ nU~ra- es.
rispas qvm nro pudie en ser i nelfiEl:; 5 5tE 5 el 5£ESIESElSSIS
propuesto por estos autoram~ si 1 frso’otn par el sistsssa
NAPI.’E5t5145mA5
Pote sis-tesa comercial presenta la, stqsaie”ttSS e a 55
sobra los noistesa-En] clásicos de id.ntifi~EltantidElE!El:
- Importante aorrot de tiempo al me tener que pa’flai’St
baterías de pruebas bico*54i51ca5.
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— Inclusión de un control negativo que reduce el número de
falsos resultados (Langlois ~ al., 1984).
Posibilidad de utilizar un sistema informático que nos
proporciona el porcentaje de seguridad en la
identificación y la calidad de la misma. Además, en los
casos de débil discriminación entre 2 ó 3 especies, se
indican los test que se pueden utilizar para llegar a una
correcta identificación.
Uno de los problemas en la taxonomía de los RON es la
imposibilidad de identificar algunas cepas <Adegoke, 1985).
En el presente trabalo, 4 de 40, es decir un 10%, de los RON
no pudieron ser encuadrados dentro de ninguna de las especies
de estafilococos que pueden ser identificadas por el sistema
“API-Staph”. Este hecho puede ser debido a que algunas de
estas cepas no pertenezcan a ninguna de las especies de ECU
ya descritas. Este fenómeno está dando lugar a la creación
de nuevas especies o subespecies de coagulasa negativas
<Langlois st fl., 1984). Así, de las 19 especies, tanto
coagulasa negativas como positivas, descritas por Elcos y
Schleifer (1986) se ha pasado a 27 (I<loos, 1990); sin
embargo, ninguna de las especies recientemente descritas se
han encontrado en la leche o productos lácteos de los
animales domésticos <Gilmour y Harvey, 1990>.
También se debe tener en cuenta que el origen de los
aislamientos puede variar las características bioquímicas de
las especies de RON <Langlois et ~ 1990>. Estas
diferencias pueden alterar la identificación de los
aislamientos de origen animal, dado que los sistemas de
identificación están basados en aislamientos clínicos
hunanos.
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oa~l.tn-ietribfiés da loe estafilsoaass 5S055 eapnin ~ ea’ e
01.1. la.paaE!Iltadc-,
La dtatrttí’4rsidn de las 45’o’E”aa “e El Etna-a- PE!SEElS2E45!En
¡espartO> a la esp~arsie anisal e-rl- tu Ya-Elba se artt<~-Er rol
aisLamiento, Viene refleja-de el la tabla 0512’
01. 1,1.b.gimoustsn
Pto se va a tratar, par ser art lis, te e’aossa’tlds. el
isa-pal de ZtSMUM -E ‘ El as ~le~ de a-Oto
animales da-adetí “no. Nr tan o. esta día.’’ a os me ratar~4n e
los PONs Atoi, L Y L
EStorr,’Elfl’qE!aniflore ‘4’Ese se presentan Or terraL s4 e le isaElta- da
yace <LEle-vriese. 1905), dEle ratEl 55 En roel, 1 45> ~ -la -:-Elt’Eoa-~a
st fl~ 1 5fl~
Detida- al ot’dedo> poeden etto,aa-trerse
-EltEU>’ro,El0r004rntsnrla presantea osos la SaElEta y ea- el
el icor, de ‘EE.LOXS. y ~.
itvtt’EtE!sipalannte en orejas y ‘a. ras <1 E EMa E
rOe osen ríos aspaoflee de cnrrarriaaa rElEne5Ottvae
=tylsuttu en vacas Iievriese, loa-si’
También poeden estar preseentes en la letrota
Vbres y peona-ea de anisales - nItrOS cae i4~
s&raeuxn y L Kflssa. ni. ‘elLe n
encontt’aron metas empastes de sca. sorere aIre-a,
realizado aol cabras.
en te ISSElEN
pS.55ElE!ElEn’EEl 595140 Entra-
Se reSeElEl’EYtEsElS
a-tEl
E O
a-? £4 ptst da
eea-n~~’£es lá-~.
en n e a’
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S.2»ODUCCIOfl DE U Y T55?-l
S.2.l.505t,lt,dOs
Pro la tabla iv.íí. se específica la :pratsucr,itn ~ep P y
‘ta-isT—l por las diversas cepas de eStafilOcocos aislados de
mastitis.
D45r las tablas IV.l3. a IV.l9. se reflejan los siguientes
datos
o Pslacs±dn de la producckn de tE y ‘EZ’t5a-iT~i co-sr las
distintas especies de estafilococos (tatía IV. 13.3
— Producción de EX y T3ST—l en relación a la especie
animal <tabla IV.14.>.
Combinaciones en la producción de EX y/o TSSTml
(tabla IV. 15.>
Correspondencia en la
(tabla fl.lSfl.
— Ptóserc de estafilococos
a la especie animal de
IV. 17
-E Otúflt’O do,
ero relación a la especie
(tabla LV.154.
— Procedencia de
positivas en la
IV. 15.1’
producción de EE.’C y ‘l’ES5t-l
productores de U en relación
la que se aislaran (tabla
prca-Iuctores de tP rvo E’t~i’4~~l
animal de la que se aislar n
las cepas de ECN qr*e resultaron
producción de SE y/rs Th45’Efml (tabla
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—El
TOle IV. Hm flíací 04 a- la p o ‘1’ y El
coso las distintas es ‘teto ea aHí ‘Elsa.
PnflM9POIIE& O
TOS?”).
KIOZtOOSUAA~M1SMSElI
fle01SSfltfl
itA h
-r tal
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un
muí
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Tabla IV.14. Producción de ES y TSST—l en relación
a la especie animal.
ME o ESPECIE AI4IMAL
TSST—l j Ovina ] CaprIna ¡ floviuia
ELISA j ELISA J T.E. J ELISA J T.E.
ES—A 6 6 4 4 — —
55—5 4 4 — — — —
ES—O 36 35 5 5 7 5
- EE-fl — — — — —
ES—E 2 2 2 2 — —
TSST—l 41 39 6 6 15 15
=
Tabla IV.l5, Combinaciones en la producción de
ES y/o TSST-l.
BE o TSST-I Resultados positivos
ELISA ¡ T. E.
SS—A 1 1
SE—O 1 2
TSST—l - 14 - 15
ES—A + BE—E 2 2
ES—A + TSST—l 1 1
SE—O + TSST—l 38 35
SE—A + ES—E + ES—O 1 1
ES-A + ES—O + TSST—l 3 3
ss-a + SS—o + TSST—l 3 3
SS-A f EE—C + ES—E e TS8—l 2 2
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Tabla íV.ld. Corres o erwAa en ia it
de UC y T”’ElE!td.
r: y/o
ILISA 91 E
flflT~l nessaltat’s pEnSsImíWn~316 1$r5a-it’~l 44 0ncu
Tabla IV.fl. ildaero de estaflírro, o,5 ~ es de ¡U
en relación a la especie animal de La re ea a so.arsutr~
—a- —
BS#15C11 AXIEAL
~ evita Cap-Hm. movía. fl-ta.1
mc>
-t~n0>03<Total
Tabla ¡LíO. flmero de estafilo’OCrfl pr uit res de U Uto
en relación a la especie animal de la que se aisla-rc’tt~
ESPECIE MIISAL
KICMOMAMIIMO Ovina caprina twtlfl
En___
Ecl
eL o. I~ en.
—
~
tEl-.
—
£1‘,“4~___
61V
—
es7aTetal y
147
Tabla IV.19.: Procedencia de las cepas de SON que resultarOn
positivas en la producción de SS y/o TSS’fl—l.
Mioreorganisno
(a’ de aisla,nientos>
Especie animal producción de
EH o TBST—1
L,..xy19S1l±¶ <2) Bovina SE—O + TSST—l
$±‘,..XXl4aMfl <2) ovina ‘rssT-l
Lxx195M2 (1) Bovina flST—l
s. sciuri <í> caprina TSST—l
5. enidernidis (1>
5. coidernidis <i>
Bovina TSST—l
ovina TSST—l *
* Resultado registrado exclusivamente con la técnica SLISA.
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5 l.2.DlsEnrl-Eel!a-n
5.2~ 2. a.Cnttitatfi’<iEn$E-EnElO ds loa rm,s~t l~aEl(Eli5 ElvEbtO’n’i-tiEE”4to p-nrl KLI:$£A y
toranafecenila O>leElUtt¾fEnWéti<5
CE!’950 ESe 055-15 apr’s<’AEa-t’ nos tas annIas ~ ii~. y LV. U’
loa-o reE!outtaYioYS r,btenid’tts naoj srta-a e ~as das
p~rsCnt5fl urs! rsrtrreESpa-rE!E!dstlita p cttrÓa-El4ta-tE?tte ~ Así.
la rs respendencElSLElfs a-le res! liados en las de Loa- tipas A. Ok
t~ y E es total,
E~ilut5iVa.5eflt01 en el casa-a de la EE”~ y ‘la mfE.1 fr’4tzu
pea-1a-~eí4-s dife-rencias, mas en, etnesn-te 4 ‘epes ‘5ta-e diera-srl
valares potaitíva-rO medien -e la ‘9 <rio-ElE! ¡1 5-A ¡a-ElAtt- otE!Elt el
<ttESElS a--se la S1S~C, A”fl’S y Á’i440, y o os o ea- si 015 la
rElElsa-’5¼1., A~iC y A 55> rs-rl srs ¿e En se ea-tt<as Man
rca-du-ctocas de estas ictoinsa! aa-rafe ea-nra-la
eimtrrtfos’étlOS’ Pate bao se ¡marie e’ li~a’ y la
dtfere~’t5 en el lisite de Se. ‘: de es Ma-ElniUa’5 de
ta-’ansfo-E-oeEnMslEl. el strotra-séti -Ea y de t SAI fl ‘e ea-o el O ES
iars ta-’epas &~íl5 ‘Es’ Iu’ldfl ,~a~rn e lLados a E! 1 te t 55 01
15 ra-j/sl, rl bis PEflE’ p’ss&htloif falo ‘a- aa-al .1 cEl’s! 4 la t
EUSEA, -ErlOEnSOEl> pa-oiría meE el casa-o a-te las <‘55555 A’~i45 A”255E’
fl’punas iCflSs!-ES coyas reEloE!41ta’Ela-rs’s fElOEnSEOS 5ta-fer •40 a o.
>ia-4Isl por la té’9rlica ELISA fuesen positisas -~kante el
fltod-E!, de tran-stere-sattt~ ~sto puede o-sr dEabidEa- 95 a-~st-a £5
a-2El’5arlttf£r,a.e£rr-ElElr realizada ¡Ela-Ela- 5-USA rl-Ea- toe’ a ‘a toSo
correcta. Uno de loto problasaS Elsa diluir la-rs ato rs-a-st-as ‘a-
ña-’ sio el de que este e’ e ‘ rsot’a-itSflqS *ntttEEla-5fl5455 01< o~a te
que csosspltiera0a r el antiseota- con Loa en- lEnte e al
tapiasdo. Por ello, 50 pSa-ede detectar ssaa-o ES ~ue la
realmente existentO~
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ng. IVA. iransferemcia electroforética. Detección de ES-O en
extractos de cepas aisladas de s!astitis. De izquierda a derecha:
nuestra 1, SE-O patrón <íco ng/mi>; muestra 2, cepa A—54: muestra
3, cepa A—56; muestra 4, cepa A—sn nuestra 5, cepa A—60; muestra
4, capa A—61; muestra 7, cepa A—62; muestra 8, ceca A-71.
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u
Es de destacar la favorable CcElsftra-rsla-bn de la t4rElntrEl=a de
transferencia electroforétloEla con la técnica de ELISA. sefrre
toda-> sí se tiene en orienta que reate nitima, seqE!’s el “# e
auteres (Tranter y Slrebs, 1590>. es la idtnea para la
deteacién de U.
IL2,2,b.Enterotoziqenioid~a’d de los estafilococos aisladas da
ssst it la
El na-Éers de estafilea-rocrus en’terstoxi-EElflnicne, títalut>~rendo
la T55T”’l. fue del 5t1% por 5-LISA y -dei 4,’i
transfe-rea-v~’ia electoriforétirEla. Si ev.» te incluye la -a’ -1,
estas porcentaIeElO dismInuyen al 43,0% y 4173%
respectivaa-eente.
Cono se pwede apreciar en la tabla EtI9S • le 05 ad-a
r,drsñds! fue la da). tipa-> O. so, 41 a de la E-~A; en oenor
sedida se prodijeron las U’S y E, y ~r ntorp£n 0995595 ESe
en entró la U”D. Cabe destacar el alto, porcea-rtaje de <‘apeo
productoras da T5fl~l (51,2% medIante ELISA y 4
transferencia electreforétice>. El he.hn da que a 05< ea
la más producida coincide con 1 a resultados os-teno. a
tájek (19101>, Gutiérres fl al~ (l~~2>. hysar y 0-fleaser
(1584> y Valle st LI.. (1990) cOnfirSMYIdO qie Oste tIpo de U
es la predominante en las cepa» de estafilococos aIslados de
animales, a diferencia de las ceras de erigen Irsanna, en les
que el tipo predominante es la EX-A (ÉersmSdEall, 1959>.
En ovejas el porcentaje de ,statiloonoa
.nterotoxlqdnlces fue del 60,6% tanto por ELISA come par
transferencia eleetroforétlca (sin incluir a la fl#t~l>.
Este porcentaje resulté ser ligeramente inferior a íes
obtenidos por Hájek (1918). OlsVik st Al. (lfll>, Gu-ti4n’es
fl ¡1~ (1982) y Bautista fl fl. (mli) cuyos valores
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oscilaban entre al 61,4 y el 81,8%. La SS más producida fue
la del tipo C (59,0% de cepas productoras). Sete resultado
coincide con los de Hájek (1978) y Gutiérrez ~Z nl. (1982),
pero difiere del obtenido por Bautista st nl. <1988) . Esta
diferencia en cuanto a la producción se puede explicar por el
diferente origen de las cepas <Bautista st al., 1988> u las
cepas aisladas por M&jek lo fueron de ubres o fosas nasales,
las de Bautista ~ nl. <1988> de leche cruda y las de
Gutiérrez j~. nl. (1982) así como las muestras estudiadas en
este trabajo lo fueron de leche mastitica. En menor número
se identificaron las SE de los tipos A, B y 5, y en ningún se
identificó la SS—D.
En cabras el porcentaje de estafilococos
enterotoxigénicos desciende al 28,1% (ELISA y transferencia
electroforética). Sete valor es inferior al obtenido por
Valle st Al. <1990) —48,8%— en leche de cabras sanas.
En el caso de los estafilococos aislados de leche de
vaca el porcentaje de cepas enterotoxigénicas fue del 17,9*
por ELISA y del 12,8* por transferencia electroforética,
encontrando exclusivamente la ES—O. Este valor fue
ligeramente superior a los obtenidos por Casman (1965),
Casman ~t ~. <1967) y Harvey y Gilmeur (1985), cuyoS
resultados oscilaban entre el 2,6 y el 9,4%. Aún así, el
porcentaje de estafilococos enterotoxigénicos es muy inferior
al obtenido en ovejas, hecho que coincide con los datos
citados por Bautista st al. <1988).
Mención especial nerece la TSST—l. Se detectó la
producción de esta toxina en, aproximadamente, el 50% de las
copas estudiadas. Por especies, las cepas más productoras
fueron las aisladas de oveja <57,2% por ELISA y 63,9% por
transferencia electroforética), seguidas de las de vaca
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(35,4% por ELISA y transferencia elesctrnfcretica) y par
cítiso, tas de csbre (201.5% por ELISA y tra.rEl-sferer,~cia
eloctrcfrrética)
gasta el ea-,sartto. se han hecho pocos estudio-a s<’b’te esta
taxina en estafllOcocOO da origen animal, flotntrs, de e-sstoa-.
trabajos cabe destacar los de Sones y visneRe (1556>, <‘In-vÚ~
n fl. cl~) y Adekeye 595 fl. (15019). Sones y WIe-sa5-e
<ísae¡ aislaron ~sST”l de cepas de eatafiltcotoa-» pr” rotes
de mastitis bo~Itfl y sugirieron la pasibilidad de ‘e asta
toxina contrIbuyera al desarrollo a-le enferss cd e e’
animales. Esta sugerencia tambíSElO ftia reelizeJEn por elle a,
sI.~ <í~~i> besándOse en el alto porcentaje (44.211 de
eatafiioCOOOS aislados de leche cncdc da cabra productotres de
T5ttT-~l. y es reforzada con lota resultvlo obtenidos CEO esto
trabajo. Olsvik 595 ~¡. (1987> enconttaxott que rut 41.4% d-s
tas cepas de ~ vJ.osasiquá &un~t.a aislad-as rOe mastitis ovina
y t=a-»vina producían TSElST-E’l. Por su parte. Adekeye g5
41559> cemprobarr>fl que un 201,6% de la-e cepas de t. aur 5
aisladas de sastitis bovina producían esta toxina-r
Ray que destacar que se onco-ntt’~ un elevado ridaerode
cepas que producían conjuntamente la U—O y la T ‘‘t”’l,
tndependientesent» de si estas cepas produjeron o no algOn
otro tipo de HE. Este hecho ha sido observado por un ele cd,,
osdaero de autores (Gutiérrea sX ak. l9s2> Jotes y Wiettoke,
1956: florqan fl fl.. 19016>. También es relevante el data-, de
que 15 cepas por ELISA y 14 por transferencia electrotftí’Eética
produjerOn exolusivamente TSST-l.
Estos resultados revelan el peligre potencial que
suponen las mastitis estafilocócic¿tS pata la salud a-ial
consmaidor. Precisamente es la leche de los animales
sastitices la principal fuente de LE por estafilococes de
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erigen aninal (Eerqdoll, 1989)
S.2
52.c.Prcduccldfl de BE y TSST—l por SC?
El porcentaje de ~Untwiztqg==ii&~JXS5AA entez’~toxíq4nicos
fue del 72,01% (ELISA y transferencia electroforetíca) st se
incluye la T55T—l, y si no del 61,7% (ELI’5A y transferencia
electroforétíca). Por especies animales, la-se a. &aage nAo,
enterstoxiqenicos, sin incluir la TSST—l, f-er’a-~ los aísla-das
de ovejas (86,0% tanto por ELISA como r-Ecn- transferencia
electroforética). seguidos por loo de cak~ra ~sa-i~n tant, por
ELISA como por transferencia electroforéticta; y por último
los de yace (19,2% por ELISA y 11,5% por transferencia>.
En ovejas el alto porcentaje de Cep~am de a.. AsiKefl
onterotoxigenicas coincide con los dato,. obtenIdos por
cutiérres fl ~15. (1982) y son algo superiores a los de #5Aje~
<loja>. Les porcentaje-o fueron del 76,7% para los primeros y
del eOk0% para el segundo. Xl tipo de LE ~de producido fue
el tipa O, lo que difiere de los reeultaYty-s obtenidos por
Isautista SS a15. (lSSSI , aunque estos nutor59m expiiL’Earon que
el tipo predominante de BE variaba según el osí nt <le las
cepas estudiad-es (Bautista st al~. 140104 las aislar de leche
cruda y no de leche sastitica>
En el cas-a de las cepas de ~ ~L¡fl~ aislad-ss de cabra,
los resultados son ligeramente interiores a lc,s obtenidos por
kysser fl ~l. ~í9fl) -Efl5%- en aniealeei m-a-stttLco,s y por
Valle SS 41~. <1990> 435,7%— en leche de caa=ras sanas, si
bien son superiores a los obtenidos por E-anray y Olin-aur
(1985) -15%- en leche cruda de cabras: si salo onsi&eranrss a
la especie L. £El¿xra, el porcentaje de pr i~ <‘ida de LE es
del 66,6% (ELISA y transferencia electrofor~ticafl sientras
que si se tienen sri cuenta a la tetalidaa-i a-le los
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estafilococos este valcr cae beata el )5,I% (ELbA y
transferencia electrororétlca> . Les re-s-El»ttadcts difieren ea-»
cuanto a los tipos de LE encuntxaa-loea- )ElEnstvey y Oil ur ~lOliS>
y Luyser fl ml. <íflJJ sólo identl<icmn~n la Efl-~ ‘, sEles->ras
que ea este trebejo r cii st rea2Inda-. por Val e a-it Li-
<1950> 5<> irlentificaron. aa-tesas a-Ene la «“O, Za-Ene U do 155
tipee A y E.
La escasa produccién de U pat par-te de cepas de L
snt4a01 aleladas de mastitis de sEa Ela-lis-a-rltEll ,,sn iras
resultados obtenidos por <‘amman (lSd >, ‘asasen aA~ (lO ‘a->
x> lLarvey y (Ailmo,ur (ini).
En cuanto a la TflT—l, les parcanujes EllES ~pa-t~a-psa-a-a59
tate~ía preductoree de esta t-Ely4lrta fueran del 955,5-1 par SLEE95EA
y del 6Ok4% por tranofer,ncia ,rlec-tEn’efElzrdtirEla. ma ~ies
animales las cepas mas rs’écctr,r a f~ r’ En» 1’ia aiolai.s rl.
evelas (015,-II pa-r ELISA y 5-4% por Usaste srtía
eiectroftrttica), seguidaEla par la-e de va rl’s (CL 1% EiEEXEa-UEn ~‘
tranElfetrencia eIectrof-Erlrdtt
5aj. y po ú tía:,, 1 a rOs E 5
(41,03% por ELISA y transterencia cLara cta ttt” - a
valores obtenidos ea-En esta 41011055 a pEna ‘Áe e las otEl
slqntI’Icativaaents interior. a las 5-ecl ‘ s’ Valle fl
al. 11991) en ECP aisLados de rnabraa se, a (‘10£ Lía-’
ray que destacar que mas del E-Ob da 195-5- co5ta-a de
Mrd-MA aisladas. isepeodkenteme te de la e pa-a- e an 1,
prr»a-%tacen E¡sc yle T st”l, lo e ~ estos ei ate e 5-seo
que siLpa-ne la presencia da estas mio ‘5ta. tramos ea la tocase
da les anisales daSetiotas,
1-5-1
á~qNww
de 0.5- y ‘rSST’l por ECU
5-nsen en la literatura escasmo referencia, sobre la
prrla-tElkcctEdEl’. ‘le 5-5- por cepas Coegulasa negativas, y meno-a aún
si se retiers-n a cepas aisladas de leche. Dsntro de éstas
—1-esta-gen Ns de 5-autista e~ 415. (lsOO) y Valle ~
tos pcrcerota~ea de RON enteroroxi~enícoa, incluyese la
‘rEliElt’U-l, varian del 20t <ELISA) al 17,5). <ttansferencia
electroforética> ‘y si no incluimos a la ?soim~, este valor
dam-olncde al 5% (5-USA y transferencia electroforética;.
5-ate portumntaje es inferior al obtenía-lo PO~ Valle ~15 ml.
<-155-o> “liAI-’ en Sstafilotcoeos Cr»a5-ulan taaqatlvcts alsiedos
da lec>,a Vra-ka-Za de o-abra,
Xl porcanaa-~e de 5-0>4 prod-octores de LE y/o fl-S’t.1 tas
a--ial 15,5% biUsa; e del 11,1% (trasferencia electroforérioa;
en ElWC~as, 1V 1% (5-LISA y ttU’Sferencia <>leC’tt’Ofofltbta) en
‘¡ ~<‘. VI <5-LISA y transferencia eleotroferética, en
ra—a-Vn. Si no se InCa-a-ye a la TSfl-’l, e lnsivamente dom
V55ElESS fiia15d~ta- ‘Ea-a -kEaca-~n~t,produjera-u 5-E, rs aScretamer}te la
del tipo O. Es de dastecar a-pie los 5-CM ates <>-fltar59totxiqé~a-ieoe
fElEl*rEl;-En» los de vacuno c’nrdo Irla ~ ~stn~n aislados de esta
es5-a-s-~Ue eran senos productores de EX q’~e los a-Le oveja y
Loa pa-a-zcsnta~es de prrld-Ea-ccloso -de Tfl’y’-í 5-mr espea-oles
animales fla-eror del i»,e% fflISM y del 11,1% (transterea-rocia
C101<’tra-»ror&tig’a> ea ovalas, 11.1% <5-LISA y tranarerencía
ala-ctra-ltnretícaj en a-la ra-sr y 30,7% <ELISA y tra-nsferenea-ia
SleElOttEOfOZétiO
5J en acas. Ea el a-laso a-le las cepas aisladas
de <‘actas tos resultados a a sasilares a lea tenidos por
‘al e 515 Al’ <1941> l>,4%m en SON aisladas do leoNa de
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EEl’SZElEa-’55 nr--ss.
Las ‘epas pr u t a-ra. e l5--’O ta-ercn ~> ffflflE,4E5 <AE’54
y V1521 alsladoa de aca-lr¿> qa-~e tnal*n~ p’cElEtflerOa fl-St’A.
Adatata a-ls estas 2 cepas. p ~ero-p r’r-~ a -e ‘a
(2 e oveM “‘ A”24 ‘y A ¿Si ‘y 1 de a-vaga E. 5943 -E) E
sepa de »~ ~IÁ de e, ra ~AE<E2<’I> ~y 2 es de ~
antaai s <uha de raca A-’125 E’ y <rIta de ovala E
aa-ElkEnSpkr» esta última seis fue posití a Ph 5-LISA>.
ladas estas eaiaaies ya han sIdo -des-ca-dE-es ecos
pr’ <‘Etna de L v/~ Tdfl”1. Así, »to.st si. us
ña srlbter e la espade » <‘‘ r<’EAfl ¿\a-V,El a a-e 1
écltfl lo fue por Valle st s,l~ (l5-~> y ~ E E ~
ids leecElrit4, ceso prodsuVtrlr pat varia-a--a aEfl-EVElvas a-’~j~ -Ed p3t
aJ. . 151; ‘tersa-. ‘y )4-et’qa-lnll, l5S(Saa- l3lsva-a- - “ ~j. L5a-)
sa-a-a-ttists s15 a~. , leas: rail, st m~-.. 140553
La e.dstena-a-,ia de tan pocas refeg a-a- la n la liteíata-—vra
s--tre la prorlu-cc ko-a-a- de 5-E por cepas a-ls Za-ECU pEn+SEl a-a-. a-ter a-SEo-la-a-Es-fi 95
ElZEl»5 Ja-ada-ss;
1% La creea-a-cia generalizada a partir riel as, ~. ‘ a-a--a
st mi.. <teso) do a-rse la rroda- Vfl ¿a- ~e es ~rja-)s ‘da lo-rs
Lela- y, por tael • a-le la mesa-a-o atenctSsn ¿¿a-a-a las
blovariedades r,ra-aqwlaraa negativas a-a-~ reAs do.
2) Las técnicas de deteacldn de U .aple-a41a-as a-a-o era-e 1-o
aa-a-ficíenteoente empectftca-s ni ea-sa-amin,
lrreiswirtb fl fl. <1404’?) prtrpstataa-t 3 pres tea ps- ‘a
peder asegurar la ¡a-rod t n da U y/o T$fl~l ‘ ¿a-a te da
los 5-CE. Estas premisas fueron;
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1> Oorrecta identificación de las cepas.
2> Demostrar rigurosamente la producción de SE o
TSST—l.
2> Detectar e). gen productor de ES o PSST—l mediante
técnicas de hibridación.
A pesar de no poder realizar, al no disponer de los
medios necesarios, la detección de los genes productores, si
se han cumplido los otros dos requisitos. Así, en este
trabajo no sólo se ha realizado la prueba de la coagulasa
para incluir a las cepas estudiadas como SON, sino que se ha
llegado a la identificación a nivel de especie. Así, Crass y
Bergdoll <inca) se basaron exclusivamente en la prueba de la
coagulasa para identificar las cepas productoras de TSST—l
como EON.
E..
Esto evitarla los problemas de una incorrecta Eh
interpretación de la prueba de la coagulasa <Kreiswirth SS
al. —1987— encontraron que dos cepas caracterizadas por
Bergdoll como coagulasa negativas y productoras de TSST—l
eran en realidad coagulasa positivas) y la posibilidad de
trabajar con cepas mutadas de Staohvlococcus aureus que no
expresaran esta cualidad.
Sobre la segunda premisa, se han utilizado dos técnicas
distintas, una de las cuales, la transferencia
electroí’Eorética, es probablemente el método inmunológico de
detección más especifico. -
A la vista de los resultados obtenidos, los SON aún
cuando son bastante menos enterotoxigénicos que las cepas de
$, ~¿j, si deben tenerse en cuenta cuando se estudian
brotes de intoxicación por SE.
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VASOflCLtISIOflS
priasra. A la vista do loe ree~ ta dv. ntdoe la
t&cntea de tranefereacla elo~trcto la ~o in~vt v4~d:
tltl eletesa de elect f<,reslO3 ~ %etau at’v, atituye
an ntodo idóneo para la dete~,tóe de t ~ fl~T~’l. ta
tácalca se puede comparar favotabtetotante e1 adt’ o
qa.e ea, probablesonte, el asicar etas d,ac, It t aa
abora de deteccida de SE y ?flVl..
segunda. bentro do loe ~.eteje<t~4 e la t&taica ~tca
trannferefl4ii¿ electroforettra atcaaxk so
escaso> qaeto de rentlvca. lisis do te o e
del anAlista y elevada esp.clftctdet r Sant este,
,sdtodo se puede utilizar coso tcM ‘o, le e 5 4 tecol
de SE y tOtT~l. o al sancos, ~,co
confirsacida.
Voseen. La ldenttftcsciOO de loas aspectos dc
estafliocosos coaaqwiasa poetttnoe atosta4as ile sestitia
de animales domésticos no plantea dificilta ~SSo
embargo, la ldentlfiCl3Cld>~ de las e pta 1 e os si sa
negativas no, es posible en tcod a 1 - 545. a loo a
pesar del gran núsero do noevas e ~ios aSIScaSItS$ oaa~
lote últimos aÑos.
Cearta. si porcentaje de cepas anteflttfligtslflS 45
~ uaro=~ aísladn de vej a roas alo
cuperior al de las aisladas de ca ras. f e flacas
soy superior al da las aisladas ¿-e vaatat Se ftrnó
ONO la EE~C es el tipo de fl pwkslflflte ea caspas
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estafilococos aisladas de animales. Estos datos revelan
que la leche mastitica de los animales domésticos
constituye un peligro importante como fuente de
estafilococos enterotoxigénicos, con el consiguiente
riesgo de producción de intoxicacioneS por EE.
Quinta. Se confirma la producción de EE por parte de
las cepas coagulasa negativas. A pesar del número
escaso de cepas enterotoxigótiicas y de las cantidades de
producción reducidas, estos estafilococos deben tenerse
en cuenta a la hora de estudiar brotes de intoxicación
por EE.
sexta. La elevada producción de TSST—l, en la mayoria
de los cases en combinación con la EE—C, por parte de
las cepas de L. ~nr!3rn,y en menor nedida por las cepas
coagulasa negativas, demuestra que estas cepas
productoras de TSST—l pueden ser una fuente importante
de contagio del síndrome del choque tóxico al hombre.
rv. B , RflUEZN
En el presente trabajo se ha desarrollado una
técnica de transferencia electroforética aplicada a la
detección de EE y TSST—l. Esta método presenta múltiples
ventajas como son un nivel de sensibilidad adecuado,
escaso gasto de reactivos, tiempo de realización breve,
posibilidad de procesar un gran número de muestras,
elevada especificidad y gran objetividad en los
resultados,
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Además de ello, esta técnica demostró su utilidad en
la detección de RE y TSSr—l en extractos de cepas
patrones y en extractos de alimentos artificialmente
contaminados, así como la ausencia de falsos positivos
debidos a la proteína A.
El hecho de que no se utilicen da forma rutinaria
las técnicas de transferencia electrofcrdtica se debe a
la laboriosidad de fabricar loe geles de electroforesis,
así como al importante gasto de reactives y tiempo
empleado en realizar la técnica, Estos problemas se
evitan al utilizar un sistema de electroforesis
semiautomático con geles comerciales, evitándose el
tiempo empleado en su fabricación. Debido al hecho de
ser geles ultrarinos y a su reducido tamaÑo, el tiempo de
elución es mucho más breve y también el gasto de
reactivos es muy inferior.
Comparada esta técnica con las habitualmente
empleadas (innunodifusión, RíA y ELISA> presenta varias
ventajas y desventajas. Con respecto a la
innunodifusión, todo, salvo la necesidad de disponer del
aparato de electroforesis, son ventajas: superior
sensibilidad, mayor rapidez y gran especificidad. En el
caso del RíA, presenta una menor sensibilidad pero posee
las ventajas de una mayor rapidez y de la ausencia tanto
de interferencias como de falsos positivos. Sin embargo,
es la necesidad de utilizar material radiactivo lo que ha
hecho que, siempre que sea posible, se evite utilizar la
técnica de RíA.
Por Último, la comparación con la técnica de ELISA,
posiblemente el mejor sistema de detección de EE y TSST—l
descrito, demuestra que la técnica de transferencia
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electroforética desarrollada por nosotros es algo más
rápida y más especIficar sin embargo, ej. método ELISA
presenta una superior sensibilidad y la posibilidad de
procesar un mayor número de muestras. Como resumen se
podría concluir que si el número de muestras a analizar
no es muy elevado se puede utilizar la técnica de
transferencia electroforética como único método de
detección de ER y TSST—l, pero si este número es muy
elevado se podría utilizar primero el método ELISA, y
posteriormente como técnica de confirmación el método de
transferencia electroforética.
La segunda parte del trabajo ha consistido en
comprobar la producción de mE y TSST—l por parte de
estafilococos aislados de mastitis de ovejas, cabras y
vacas. Se identificaron 121 cepas, Sí pertenecientes a
la especie L. aureus y 40 a las especies de estafilococos
coagulasa negativas, Es de destacar que, a pesar del
elevado número de especies coagulasa negativas hoy
reconocidas, todavía existen cepas que no pueden
encuadrarse dentro de ninguna especie utilizando los
sistemas de identificación actuales.
Para la detección de mm y TSST—l se utilizaron las
técnicas de ELISA doble ‘sandwich” y la de transferencia
electroforética desarrollada por nosotros, existiendo una
correspondencia casi absoluta en los resultados.
En cuanto a los estafilococos coagulasa positivos,
aislamos exclusivamente la especie Staohvlococcus aureus
,
confirmando los datos citados en la bibliografía en
cuanto a la superior capacidad enterotoxiqénica de las
cepas aisladas de ovejas y cabras sobre las de vaca.
También se corroboró el hecho de que sea la EE—C el tipo
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~e r~ predominante en el caso de estafllc ccc, de orlojen
animal. Estos datos confirman el p.lijrn ~v5 capone la
leche de bat animales mastiticos pata la sal 1 a
consumidor.
¡~unque existen autores que dudan del podar
~~~e~etOriq¿niCO de las espeo,ies onaqulesa net~atifl5 se
estudio la posible producción de U pr arte do los
mieseos. A pesa? de que el número, o epas prod’ to roas de
enterOtOYi~ina5 fue auy reducido y ea nivel rl p
escasO, los estafilOcOcOS coawlasa rs~att s~ 4 o
tenerse en cuenta a la hora da estud La hrot.a de
laitotaicaciól’ pot EE-
Se estudio también la producción de TS por psrto
de los estafilOcOcOs aislados O ~ssto ,s. Se de
destacar la elevada proporción de ce as r >0 a~ de
este toxina, qeneflieaflte en e 1 ccl o c. la fl~t por
parte de lasco-pde Uéifl. 4 mc os
coaqoliama neqatifls. aunque ea 54045 1 re las oc e
de m,UnhYLocPcO%Ad SMfltfl’ Yt ele Oro esta *2 cIna 40~
cantidad muy superior a la ¿e las U.
tú
4$
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SUMI4ARY
In the present work ve have developed a blotting
technique for the detection of staphyloccccal
enterotoxins (SET) and TSST—l. This method has different
adventages as an adequate sensitivity, uses small amcunts
of reagents, le completed in shert time, a large number
of samples can be procesaed, shows high specifity and is
very objective.
This techniq~ie vas very useful for detecting SET and
TSST—l tres extracts tren type strains and fron
contaminated foods, and false pesitive results due te
proteira A were avoided.
Hlotting is not routinarily used due to Oc
difficulty of preparing electrcphcresis gels, the large
velune of reagents used and time required. These
proble,as are avoided vhen using a senlautomatie
electrophoresis system with comnercial gels, alredy
prepared. As they are ultra—thin, ebution is much faster
and less reagente are used.
When tiJa technique is comparad to these currently
used (Innunodiffusicn, RíA and ELISA) it shews advantages
and disadventages. As respects imnunodifusien, the only
disadvantage of bbotting is the need for an
electrophcresis machine. me advantages are a higher
sensitivity, it is faster and more specific. RíA is more
sensitive but slower, and nay shew false positive
results, as velí as requires radiactive material.
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Lestly, when comparad te ELISA, P?OtSbIy tSe ben
methed ter detecting SET an4 TSST~I, e~zr blottir
4
teoohnique is sotewhat Lastar amd more spo.cinc, 504,enr.
the ELISA metho4 shovs a hUgber senos¡tív±tyam¿ be
abllity of processtriq a btgher númter of mampleos. Ero
cenclueten, ve propon that it the nasser eL snples is
not very hiqh, blottir>g can be usad as tse caníy neased
for detectimq SET ansi TSST-1, bet It Uds noaber te v.ry
hlqh, ELISA night be usad ea tirst ~oroealrog meflocol.
conf irslIrMJ ta.e positivas with blottinq.
Vhs secorod part of tSe nrk has tflvvAnú bea
detección of SET ¿md TflT—l predúced by eta yio~ st
Isolated Uve, ave, goat ar0d ccv mastitis, W ve
Iderotified 121 staphyboococci. Mi Osoaqulaae posití e ¿os
40 coaTulase fle~at4ve. Wa vcofld Inca to np nke
Za epite of cha ht*h nuater of ca ulase neoqative celes
described. there are ostilí etrairos whi~ ~oansct be
adoscribed te ¿ny of thne apodes asirg tOse e ostia le
systems of identífloatloon.
ve compared ELISA doabie osos, vcxd~ a t o
technique develeped by us for dflactstns SE¡~ osnd flST’i.
Vhe Cotrzespondence vas ¿lacero opepleros..
fiZAD yJs1~A~1L* ~ateu vas tSe crol y ccaatwt cae
positive epodas ideptifiesA. e esttatcot~o o 40
strsinos vera trAjeé amo,4st evas ¿cd ros ro os
sgrealng vitOs dala reportad by ootb.rs. #Iata Ct
continn that tE~c le tba mala acatar ro xis, r :,4 1,
ruminanta. ‘Chase datos conf trw tse oiMvflr poosnot O
Irte jeastirojo anInals te posbile lnaIU>,
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Though the number of enterotoxigenic coagulase
negative strains and the level of productien vas low,
coagulase negativo strains haya te be analyzed When
studying intoxication by staphylococcal enterotexins,
TSST—l production vas also etudied in staphylococci
isolated from mastitis, The high number of producing
strains has to be emphasized, usally in combinatien with
SE—c. mis vas specially true in L. m¿nn; coagulase
negativa strains also produced this toxin iii a higher
proportion titan SET.
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